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総 緒  
 
哺乳類の呼吸器系には細菌，真菌，ウイルス等の微生物を含む外来性
の異物が吸気とともに常に吸入される [Heyder et al . ,  1986; Yao and 
Mainelis, 2007]。ヒトの呼吸器系に流入した直径 3 µm 以上の粒子の 50%
以上が鼻粘膜に沈着する。直径が大きくなるほど鼻粘膜への沈着率は大
きくなり，10 µm 以上の粒子の沈着率は 90%に達する [Heyder et al . ,  1986]。
マウス，ハムスター，ラット，モルモットやウサギ等の実験動物におい
ても，直径 3 µm 以上の粒子が小さい粒子よりも鼻に多く沈着し，マウス，
ラットやモルモットにおける直径 8 µm 以上の粒子の沈着率は 70%以上に
なる [Raabe et al . ,  1988]。一方，ヒトの喉頭，気管支および肺胞における
直径 6 µm 以上の粒子の沈着率は 10%以下であり， 10 µm を超える粒子は
肺胞には沈着しないとされている [Heyder et al . ,  1986]。また，ラットおよ
びモルモットの肺胞には， 3 µm 以上の粒子がほとんど沈着しないとされ
る [Snipes et al . ,  1988]。他方，直径約 0.3 から 2.0 µm の微細な粒子につい
ては，沈着率は低下するものの，ヒト，マウス，ハムスター，ラット，
モルモットやウサギの気道全長で沈着が起こる  [Heyder et al . ,  1986; 
Raabe et al . ,  1988]。さらに，ラットでは，直径 0.2 から 1.5 µm で長さが 2
から 60 µm の繊維状物質もまた呼吸器系の全長に沈着するとされている
[Evans et al . ,  1973; Morgan et al . ,  1980; Morgan et al . ,  1975]。一般に，細菌
の直径は 0.2 から 2.0 µm であり，例外的に直径 0.1 µm の小さい細菌
（ treponemes, mycoplasmas, Haemobartonella）や 10 µm（ Achromatium, 
Macromonas）の大型の細菌が存在する。さらに， Lactobacillus 属の細菌
には 0.5–1.2×10 µm の長い桿状のものも存在する [Holt et al . ,  1994]。以上
のことを考え併せると，細菌が単独ないし塵埃に付着して呼吸器系に流
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入する場合には，主に鼻粘膜に多く沈着するが，残りは呼吸器系の全長
にわたって細菌が沈着すると考えられる。  
咳反射やくしゃみ反射は，呼吸器系に流入した異物を排除する生体防
御応答の一つである。知覚神経終末であるくしゃみ受容体は鼻粘膜に，
また，咳反射受容体は喉頭から肺にかけて分布し，異物や粘液等の機械
的な触刺激や化学物質の刺激に反応して咳やくしゃみを起こす [Harada 
and Repine, 1985; 城下 ,  2013]。さらに，ヒト，ラット，ウシの気道の上
皮は，気道内腔に面する粘液層とその下層の漿液層からなる二層の液層
に覆われており [Matsui et al . ,  1998; Sims et al . ,  1991; Yoneda, 1976]，吸入
された外来物質はこれらの液層に沈着する。気道を構成する上皮細胞の
一種である線毛円柱上皮細胞の線毛の大部分が漿液層に位置し，先端部
だけが粘液層に入り込んで [Sanderson and Sleigh, 1981]，線毛の規則的な
運動によって粘液層を咽頭方向へと運ぶ [Kilburn, 1968; Lucas and Douglas ,  
1934; Matsui et al . ,  1998; Sanderson and Sleigh, 1981]。粘液層に沈着した異
物は最終的に咽頭から食道へと嚥下され，消化器系で処理される [Harada 
and Repine, 1985]。肺内気管支以降の呼吸道には粘液層は存在せず，漿液
層のみが存在する。このため，肺内の末端の気道に流入した物質は漿液
層に沈着し，付近の肺胞大食細胞に大食される [Lippmann, 1970; Morrow, 
1972]。このように，気道の末端部を除いた気道では，粘液層に沈着した
細菌等の外来物質の排除は緩徐におこなわれ，細菌の増殖や感染を招来
する恐れがある。しかしながら，ヒトやラットの後位の気道では一般に
細菌が検出されず，ほぼ無菌状態に保たれているとされる [Laurenzi et al . ,  
1961; Pesti  et al . ,  1984]。このことから，呼吸器系では気道上に沈着した
細菌の増殖や生存を許容しない仕組みが存在することが想定されるが，
この詳細については明らかにされていない。  
健康なヒトの鼻洗浄液および気管支肺胞洗浄液中には免疫グロブリン，
 3 
補体， surfactant protein（SP） -A および -D や殺菌物質などの生体防御に
関わる分泌蛋白質が含まれることが知られている [Agerberth et al . ,  1999;  
Aho et al . ,  1997; Bolger et al . ,  2007; Carothers et al . ,  2001; Casado et al . ,  
2005; Chen et al . ,  2008; Cole et al . ,  1999; Hiratsuka et al . ,  2003]。免疫グロ
ブリンおよび surfactant protein はオプソニン作用によって食細胞系の細
胞による大食を促す [Gaynor et al . ,  1995; van Iwaarden et al . ,  1991]。補体は
活性化段階において中間産物である C3b および C4b が抗原や微生物のオ
プソニン化に働き，C3a，C4a および C5a がアナフィラトキシンとして炎
症反応を誘起するほか，C3a や最終産物である membrane attack complex
は直接殺菌作用を示す [Klaska and Nowak, 2007; Morgan, 1990; Morris  et al . ,  
1982]。呼吸器系の粘膜における殺菌物質の存在は古くから知られており，
1922 年に Fleming がヒトの鼻汁に細菌の生育を妨げる物質を見い出し，
“ lysozyme”と名付けている [Fleming, 1922]。その後，ヒトの気道内の洗
浄液中において，分泌型ホスホリパーゼ A2（ secretory phospholipase A2; 
sPLA2）， lactoferrin， transferrin， defensins および secretory leucoprotease 
inhibitor（ SLPI）等の殺菌物質の存在が次々に明らかにされてきた [Rogan 
et al . ,  2006]。 Lysozyme は細菌の構成成分であるペプチドグリカンの
N-acetylglucosamine と N-acetylmuramic acid との間を加水分解することに
よって殺菌効果を発揮する [Rogan et al . ,  2006]。Lysozyme とともに古くか
ら知られてきた殺菌物質である sPLA2 は，哺乳動物では 10 種の活性型分
子型（ IB， IIA， IIC， IID， IIE， IIF， III，V，X および XIIA）が同定され
ており，グループ I，II，V，X および XII が細菌の細胞膜を構成するリン
脂質を sn-2 位のエステル結合で加水分解することによって殺菌活性を示
す [Tischfield, 1997; Valentin et al . ,  1999]。このうち，グループ IIA の sPLA2
は 最も 強 い 殺 菌 活 性を 有 す る と さ れて お り ， グ ラ ム陰 性 菌 で あ る
Escherichia coli およびグラム陽性菌である Staphylococcus aureus の両者に
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対して殺菌作用を示す [Grönroos et al . ,  2001; Koduri  et al . ,  2002]。Lysozyme
および sPLA2 はともに広い殺菌スペクトルを有する殺菌物質であり
[Ferrari et al . ,  1959; Grönroos et al . ,  2001; Peterson and Hartsell 1955; Woods 
et al . ,  2011]，グラム陰性菌よりもグラム陽性菌に対してより効果的な殺
菌作用を発揮する [Aminlari et al . ,  2014; Koduri et al . ,  2002]。免疫組織化学
的には， lysozyme がヒトおよびモルモットの鼻腺 [ヒト： Franken et al . ,  
1989; van den Oord et al . ,  1982, モルモット： Ishige et al. ,  2008]およびラッ
トの大肺胞上皮細胞 [Singh et al . ,  1988]で，また， sPLA2 がヒトの気管お
よび気管支 [Girod et al . ,  1991]で検出されており，種々の動物の呼吸器系
の個々の部位における分泌源について報告されてきている。しかしなが
ら，単一の動物種の呼吸器系全長における詳細な分泌源は明らかにされ
ていない。  
Defensin もまたグラム陽性および陰性菌 [Baricelli et al . ,  2015]，ウイル
ス [Sun et al . ,  2005]および真菌 [Feng et al . ,  2005]等，広い抗微生物スペク
トルを有する殺菌物質であるが， lysozyme および sPLA2 とは異なってグ
ラム陽性菌よりも陰性菌に対してより高い殺菌作用を発揮する [Harder et 
al . ,  1997; Harder et al . ,  2000; Singh et al . ,  1998]。Defensin の殺菌活性は細
菌等の細胞膜に多量体からなる孔を形成し，膜の透過性を亢進させるこ
とによる [Hill et al . ,  1991]。Defensin は分子内に 3 つのジスルフィド結合
を有し，構造によって α-defensin，β-defensin，θ-defensin の 3 種に大別さ
れる [Selsted and Ouellette, 2005]。 α-defensin および β-defensin は共通の遺
伝子から派生し [Schutte and McCray Jr, 2002]， θ-defensin は α-defensin の
変異体として出現したとされる [Nguyen et al . ,  2003]。 α-defensin の遺伝子
がヒトで 10 種，マウスで 6 種存在し [Belov et al . ,  2007]， θ-defensin の遺
伝子はアカゲザルで 4 種存在する [Nguyen et al . ,  2003]。一方， β-defensin
の遺伝子はヒトでは 39 種，ラットおよびイヌでは 43 種，マウスでは 52
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種と多く存在する [Patil et al . ,  2005]。 β-defensin の遺伝子名は発見順にナ
ンバリングされ，蛋白質名には，通常遺伝子名を用いるが，オーソログ
が新たに発見された場合，遺伝子の番号が変わっても蛋白質名がそのま
まになるいくつかの例外が存在する [Semple et al . ,  2006]（表 1 を参照）。
この例外の一つが β-defensin 2 である。従来種々の動物で報告されてきた
β-defensin 2 は，Defb4 にコードされることが明らかになっている [Patil et  
al . ,  2005; Semple et al . ,  2006]。このため，本論文では Defb4 にコードされ
る β-defensin の蛋白質名を従来通り β-defensin 2 と呼称する。組織学的に
は，β-defensin 1 の mRNA がヒトの気管支 [Singh et al . ,  1998]，マウスの鼻，
気管や大きな細気管支 [Bals et al . ,  1998]およびラットの気管 [Jia et al . ,  
1999]において，さらに β-defensin 2 の mRNA がヒトの気管支 [Singh et al . ,  
1998] お よ び ラ ッ ト の 大 肺 胞 上 皮 細 胞 [Jia et al . ,  1999] に in situ  
hybridization 法を用いて検出されている。しかしながら，以上の報告は呼
吸器系の個々の部位における mRNA の存在を示したものに留まり，蛋白
質レベルでの呼吸器系全長における詳細な分泌源については明らかにさ
れていない。  
ヒトやラットの呼吸器系の上皮内には杯細胞と呼ばれる分泌細胞およ
び“ nonciliated columnar cell”や“ serous cell”と呼ばれる分泌細胞が分
布する [Jeffery,  1978; Jeffery and Reid, 1975; Lewis and Prentice, 1980; 
Monteiro-Riviere and Popp, 1984; Spicer et al . ,  1980]。付属外分泌腺として
は，鼻腺，喉頭腺，気管腺および気管支腺がヒトおよびラットのそれぞ
れの部位で分布しており，粘液細胞ないし漿液細胞からなる終末部およ
び導管から構成される [Meyrick et al . ,  1969; Mochizuki et al . ,  1982; Tandler 
and Bojsen-Møller, 1978; Vidić and Greditzer, 1971; Widdicombe et al . ,  2001]。
光学顕微鏡下で の形態学的特徴から，本 論文では従来“ nonciliated 
columnar cell”や“ serous cell”と称されてきた上皮細胞を無線毛無微絨
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毛上皮細胞と呼称する。杯細胞や無線毛無微絨毛上皮細胞，さらに外分
泌腺の粘液および漿液細胞は，粘膜上皮上に粘液層や漿液層を形成する
とされる。慢性閉塞性肺疾患（COPD: chronic obstructive pulmonary disease），
嚢胞性線維症（CF: cystic fibrosis）や喘息などの呼吸器系の慢性疾患では，
過剰に分泌された粘液が気道を塞ぐことや細菌の定着の場となることに
よって感染の発端となることが想定されている [Rogers,  2007]。このよう
に，呼吸器系の防御機構における第一線は粘膜上の粘液層および漿液層
であり，また粘液分泌の仕組みは呼吸器疾患の病態を理解する上で重要
であるが，生理学的条件下における粘液層および漿液層に関する組織学
的な研究はほとんどなされていない。その理由の一つが顕微鏡標本にお
ける粘液層の保存の難しさにある。呼吸器系の粘液層は主に透過型電子
顕微鏡下で気管ないし気管支粘膜上皮上に観察されてきた [Hulbert et al . ,  
1982; Sanderson and Sleigh, 1981; Sims et al . ,  1991; Sims and Horne, 1997; 
Wu et al.,  1996; Yoneda, 1976]。しかしながら，これらの研究では四酸化オ
スミウム固定標本によって粘液層が観察されてきており，蛋白質の抗原
性が著しく低下するため，粘液層における分泌蛋白質の免疫組織化学的
検出は難しい。このため，粘液層および漿液層においてどのような物質
が生体防御機構を形成するかについては全く明らかにされていない。  
そこで，本論文では殺菌物質の中でもグラム陽性菌に対して優先的に
殺菌効果を発揮する lysozyme および sPLA2，さらにグラム陰性菌に対し
て優先的に殺菌効果を発揮する β-defensin 1 および 2 に着目し，第Ⅰ章で
はラットの呼吸器系における lysozyme および sPLA2 の，さらに第Ⅱ章で
は β-defensin 1 および 2 の分泌上皮細胞の分布，加えて粘液層および漿液
層中における分布の詳細を免疫組織化学的に精査し，呼吸器系における
分泌型の生体防御機構の成り立ちについて明らかにすることを目的とし
た。  
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表 1 ヒト，マウスおよびラットの β-defensin のオーソログおよび蛋白質 
Gene 
(human) 
Description 
(human) 
Gene 
(mouse) 
Description 
(mouse) 
Gene 
(rat) 
Description 
(rat) 
DEFB1 β -defensin 1 Defb1 β -defensin 1 Defb1 β -defensin 1 
DEFB4A β -defensin 4A Defb4 β -defensin 4 Defb4 β -defensin 4 
      β -defensin 6 Defb5 β -defensin 5 
      β -defensin 3     
      β -defensin 8     
      β -defensin 5     
      β -defensin 7     
DEFB103A β -defensin 103 Defb14 β -defensin 14 Defb14 β -defensin 14 
DEFB104A β -defensin 104         
DEFB105A β -defensin 105   β -defensin 12 β -defensin 12   
DEFB106A β -defensin 106   β -defensin 15 β -defensin 15   
      β -defensin 34 β -defensin 34   
DEFB107A β -defensin 107   β -defensin 13 β -defensin 13   
DEFB108B β -defensin 108B         
DEFB108P1 Putative 
β -defensin 108A 
        
DEFB109P1 β -defensin 109 Defb42 β -defensin 42 Defb42 β -defensin 42 
DEFB110 β -defensin 110   βdefensin 17   β -defensin 17 
DEFB112 β -defensin 112         
DEFB113 β -defensin 113 Defb18 β -defensin 18 Defb18 β -defensin 18 
DEFB114 β -defensin 114         
DEFB115 β -defensin 115 Defb28 β -defensin 28 Defb28  
DEFB116 β -defensin 116 Defb29 β -defensin 29 Defb29 β -defensin 29 
DEFB117 β -defensin 117 
(Fragment) 
Defb19 β -defensin 19 
(Fragment) 
Defb19   
DEFB118 β -defensin 118 Defb21 β -defensin 21  Defb21 β -defensin 21  
DEFB119 β -defensin 119 Defb19 β -defensin 19 Defb19 β -defensin 24 
DEFB121 β -defensin 121         
DEFB123 β -defensin 123 Defb36 β -defensin 36 Defb36 β -defensin 36 
DEFB124 β -defensin 124 Defb25 β -defensin 25 Defb25 β -defensin 25 
DEFB125 β -defensin 125 Defb26 β -defensin 26 Defb26 β -defensin 26 
DEFB126 βdefensin 126   β -defensin 22   2D6 glycoprotein 
=Defb22 
DEFB127 β -defensin 127         
DEFB128 β -defensin 128 Defb20 β -defensin 20 Defb20 β -defensin 20 
DEFB129 β -defensin 129 Defb23 β -defensin 23 Defb23 β -defensin 23 
DEFB130 β -defensin 130 Defb41 β -defensin 41 Defb41 β -defensin 41 
DEFB131 β -defensin 131 Defb43 β -defensin 43 Defb43 β -defensin 43 
DEFB132 β -defensin 132         
DEFB133 β -defensin 133     Defb49 β -defensin 49 
DEFB134 β -defensin 134         
DEFB135 β -defensin 135 Defb30 β -defensin 30 Defb30 β -defensin 30 
DEFB136 β -defensin 136 Defb44 β -defensin 44 Defb44 β -defensin 44 
      β -defensin 10 Defb9 β -defensin 9 
      β -defensin 11     
        Defb10 β -defensin 10 
      β -defensin 9 Defb11 β -defensin 11 
      β -defensin 45 Defb27 β -defensin 27 
      β -defensin 33 Defb33 β -defensin 33 
      β -defensin 37 Defb37 β -defensin 37 
      β -defensin 38 Defb38 β -defensin 38 
      β -defensin 39 Defb39 β -defensin 39 
      β -defensin 40 Defb40 β -defensin 40 
      β -defensin 50 Defb50 β -defensin 50 
      β -defensin 51 Defb51 β -defensin 51 
      Protein Gm15056 Defb52 β -defensin 52 
      β -defensin 2     
      β -defensin 41     
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第 I 章  
 
ラット呼吸器系における lysozymeおよび sPLA2の分泌上皮細胞の分布お
よび液層中における分布 
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I-1. 小 緒  
 
ヒトを含む動物の呼吸器系には吸気に伴って直径約 0.3–2.0 µm の一般
的な細菌の大きさに相当する粒子がその全長にわたって入り込む [Heyder 
et al , .  1986; Lippmann 1970; Raabe et al . ,  1988]。さらに，生理学的条件下
にあるヒトや動物の呼吸器系における細菌の定着部位は前位の気道と言
われている [ヒト：Glück and Gebbers, 2000; Lina et al . ,  2003; イヌ：Clapper 
and Meade, 1963; 中野ら ,  2008; ラット：Pesti et al . ,  1984; ブタ，ウシ，
ニワトリ：中野ら ,  2008]。一方，ヒトやラットの後位の気道では培養で
きる細菌が検出されず，ほぼ無菌状態に保たれているとされる [Laurenzi 
et al . ,  1961; Pesti et al . ,  1984]。これらのことから，呼吸器系では気道上の
粘液層に沈着した細菌の増殖や生存を妨げる生体防御機構の存在が想定
されるが，この詳細については明らかにされていない。  
Lysozyme および sPLA2 は細菌，真菌やウイルス等に対する広い抗菌ス
ペクトルを発揮する物質であり [Ferrari et al . ,  1959; Grönroos et al . ,  2001; 
Peterson and Hartsell  1955; Woods et al . ,  2011]，特にグラム陽性菌に対して
強い殺菌作用を示す [Aminlari et al . ,  2014; Koduri et al . ,  2002]。Lysozyme
および sPLA2 は，健康なヒトやラットの鼻洗浄液や気管支肺胞洗浄液中
に検出される [Agerberth et al . ,  1999;  Aho et al . ,  1997; Casado et al . ,  2005; 
Cole et al . ,  1999]。Lysozyme がヒトやモルモットの鼻腺 [ヒト：Franken et al . ,  
1989; van den Oord et al . ,  1982, モルモット： Ishige et al. ,  2008]およびラッ
トの大肺胞上皮細胞 [Singh et al . ,  1988]に，また， sPLA2 がヒトの気管お
よび気管支 [Girod et al . ,  1991]で免疫組織化学的に検出されている。しか
しながら，単一の動物種の呼吸器系全長にわたる lysozyme および sPLA2
の分泌細胞の分布を in vivo において明らかにした報告はない。さらには，
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前記の通り，粘液層を標本内に保存し，光学顕微鏡下で観察することが
難しいことから，呼吸器内に流入した細菌が最初に触れるとされる呼吸
器の上皮を覆う粘液層および漿液層における lysozyme および sPLA2 の局
在は明らかでない。そこで，第 I 章ではラットを実験モデルとし，呼吸器
系全長の粘膜においてグラム陽性菌に対して優先的に殺菌効果を発揮す
る lysozyme および sPLA2 の分泌細胞を特定し，その分布を免疫組織化学
的に明らかにするとともに，粘液層および漿液層における lysozyme およ
び sPLA2 の局在を免疫組織化学的に精査した。  
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I-2. 材料および方法  
 
1. 供試動物および飼育法  
7 週齢の Wistar 系ラットの雄 8 匹を用いた。供試動物の飼育および実
験については「神戸大学動物実験実施規則」に基づいておこなった (許可
番号： 25–06–01)。実験動物の飼育には，神戸大学ライフサイエンスラボ
ラトリーの個別換気ケージシステム（ Sealsafe plus；  Tecniplast  S.p.A.，
Buguggiate，イタリア）を用いた。飼育条件については，室温を 23±1°C，
湿度を 50%に保ち，配合飼料 (「ラボ R-A2」高圧滅菌済；日本 SLC，浜松，
日本 )の自由摂食および自由飲水とし， 12 時間照明とした。実験期間中，
ラットには外見上の異常はみとめられず，健常であり，材料採取時にお
ける肉眼解剖学的所見および採取した臓器の組織学的所見においても異
常はみとめられなかった。  
 
2. 材料採取および組織学的処理  
Lysozyme および sPLA2 の分泌上皮細胞の分布を調べるため， 5 匹のラ
ットをソムノペンチル (共立製薬，東京，日本 )の腹腔投与による深麻酔下
で安楽死させた後，胸郭の腹側を正中切開し，さらに心膜を切開して心
臓を露出し，左心室から 0.1 M リン酸緩衝 4%paraformaldehyde (PFA)固定
液を灌流した。灌流固定後，すばやく鼻粘膜，喉頭，気管，肺外気管支，
肺内気管支を含む肺の組織片を摘出し， 4%PFA 固定液を用いて 4°C で 6
時間浸漬固定した。次いで， 0.1 M リン酸緩衝液（ pH 7.4）による組織片
の洗浄を 30 分間ずつ 3 回おこなった後，70，80，90 および 99%エタノー
ルに 30 分間ずつ浸漬し，さらに 100%エタノールに 1 時間ずつ 2 回浸漬
した後， 100%エタノールに一晩浸漬することで脱水をおこなった。  
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Lysozyme および sPLA2 の粘液層および漿液層における分布を調べるた
め，3 匹のラットをソムノペンチル (共立製薬，東京，日本 )の腹腔投与に
よる深麻酔下で安楽死させた後，鼻粘膜，喉頭，気管および肺外気管支
を摘出し，液体の動きを最小限に留めながらカルノア液に浸漬し， -30°C
で 1 時間固定後， 100%エタノールに各 1 時間， 3 時間ずつ 2 回浸漬し，
100%エタノールに一晩浸漬して脱水をおこなった。  
次いで，脱水したすべての組織をキシレンに 10，15 および 20 分間の 3
回浸漬して透徹をおこない，HISTOSEC（融点 56～ 58℃；MERCK，Darmstadt，
ドイツ）と純パラフィン（融点 56～ 58℃；MERCK）を 1： 1 に混合した
パラフィンに 60℃で 10， 15 および 20 分間の 3 回浸漬した後，同パラフ
ィンに包埋した。その後，滑走式ミクロトーム（ Leica SM2000R 型，Leica 
Microsystems，Wetzlar，ドイツ）を用いて 4 μm 厚のパラフィン切片を作
製し，3’ -aminopropyltriethoxysilane（信越化学工業，東京，日本）をコー
ティングしたスライドガラスに貼付した。  
 
3. 免疫組織化学的染色  
前記の方法で作製したパラフィン切片を脱パラフィンした後，蒸留水
で 3 回洗浄した。続いて室温で 100%メタノールおよび 0.5%過酸化水素水
にそれぞれ 30 分間浸漬した後，0.05%の Tween20（和光純薬工業，大阪，
日本）を加えた 0.01 M リン酸緩衝生理食塩水溶液（ pH 7.4，以下
0.05%T-PBS）で 3 回洗浄した。その後，Blocking One Histo（ナカライテ
スク，京都，日本）と室温で 1 時間反応させ，抗 lysozyme 抗体（製品番
号： sc-27958，Santa Cruz Biotechnology，Dallas，TX，米国）を PFA 固定
組織に対しては 400 倍，カルノア固定組織に対しては 100 倍の希釈倍率
で，ないし抗 sPLA2 抗体（製品番号：sc-14472，Santa Cruz Biotechnology）
を PFA 固定組織に対しては 400 倍，カルノア固定組織に対しては 200 倍
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の希釈倍率で撹拌しながら室温で 30 分間反応させた後，4℃で 18 時間反
応させた。反応後，0.05%T-PBS で 3 回洗浄し，二次抗体として horseradish 
peroxidase（HRP）標識抗ヤギ IgG マウス IgG（製品番号：AP186P，Merck 
Millopore，Burlington，MA，米国）と室温で 1 時間反応させた。最後に
トリス緩衝液（ pH 7.6）で切片を 3 回洗浄し， 0.17 μl /ml の過酸化水素水
を加えた 0.02% 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride（同仁化学研究所，
益城，日本）トリス緩衝液で発色した。発色後，切片を蒸留水で洗浄し，
Mayer のヘマトキシリン染色液で対比染色をおこなった。  
陰性対照の組織切片には，一次抗体の代わりに正常ヤギ IgG（製品番号
500-G00，PeproTech，Rocky Hill，英国）および 0.05%T-PBS を使用した。  
 
4. 多糖類染色  
カルノア固定標本において粘液層を検出するため， Periodic acid Schiff
（PAS）反応をおこなった。脱パラフィンおよび蒸留水で 3 回洗浄したカ
ルノア固定標本を 1%過ヨウ素酸溶液と 10 分間反応させて流水で洗浄し，
次いで Schiff 試薬と 10 分反応させた後，亜硫酸水で 2 分間ずつ 3 回洗浄
し，流水で洗浄した。その後，切片を蒸留水で洗浄し，Mayer のヘマトキ
シリン染色液で対比染色をおこなった。  
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I-3. 結 果  
 
1.  鼻粘膜における lysozyme および sPLA2 の検出結果  
鼻粘膜上皮は，線毛円柱上皮細胞，無線毛無微絨毛上皮細胞，杯細胞
および基底細胞からなっていた。線毛円柱上皮細胞が最も多く，無線毛
無微絨毛上皮細胞，杯細胞および基底細胞は少なかった。粘膜固有層に
は鼻腺が存在し，漿液細胞からなる終末部と立方上皮細胞からなる介在
導管および分泌導管によって構成されていた。  
以下，鼻粘膜における lysozyme および sPLA2 の所見を記載する。  
 
a）Lysozyme 
鼻粘膜上皮では，ほとんどの無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の細
胞質および少数の杯細胞の分泌顆粒が lysozyme 陽性であった。さらに，
大部分の線毛円柱上皮細胞の線毛の全長ないし先端部に lysozyme 陽性が
みとめられた。基底細胞は陰性であった（図 1a）。  
鼻腺では，少数の漿液細胞およびほとんどの介在導管を構成する上皮
細胞の分泌顆粒が lysozyme 陽性であった（図 1b-1c）。さらに，分泌導管
を構成する立方上皮細胞では遊離縁側の細胞膜に lysozyme 陽性がみとめ
られ，さらに導管内腔には lysozyme 陽性の内容物がみとめられた（図 1d）。 
 
b） sPLA2 
鼻粘膜上皮では，ほとんどの無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の細
胞質および少数の杯細胞の分泌顆粒が sPLA2 陽性であった。大部分の線
毛円柱上皮細胞の線毛の全長ないし先端部に sPLA2 陽性がみとめられた
が，基底細胞は陰性であった（図 2a）。  
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鼻腺では，少数の漿液細胞およびほとんどの介在導管を構成する上皮
細胞の分泌顆粒が sPLA2 陽性であった（図 2b-2c）。さらに，分泌導管を
構成する立方上皮細胞では遊離縁側の細胞膜に sPLA2 陽性がみとめられ，
さらに導管内腔には sPLA2 陽性の内容物がみとめられた（図 2d）。  
 
2.  喉頭粘膜における lysozyme および sPLA2 の検出結果  
喉頭の粘膜上皮は線毛円柱上皮細胞，微絨毛上皮細胞，無線毛無微絨
毛上皮細胞，杯細胞および基底細胞からなっていた。無線毛無微絨毛上
皮細胞が最も多く，次に基底細胞や線毛円柱上皮細胞が多く存在し，杯
細胞や微絨毛上皮細胞はまれであった。粘膜固有層には喉頭腺が存在し，
漿液細胞および粘液細胞からなる終末部と立方上皮細胞からなる導管に
より構成されていた。  
以下，喉頭粘膜上皮における lysozyme および sPLA2 の所見を記載する。 
 
a)  Lysozyme 
喉頭粘膜上皮では，ごく少数の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の
細胞質および杯細胞の分泌顆粒が lysozyme 陽性であった。少数の線毛円
柱上皮細胞の線毛の全長ないし先端部および微絨毛上皮細胞の微絨毛に
lysozyme 陽性がみとめられたが，基底細胞は陰性であった（図 3a–3b）。  
喉頭腺では，終末部の少数の漿液細胞および粘液細胞に lysozyme 陽性
の分泌顆粒がみとめられた（図 3c–3d）。さらに，大部分の導管を構成す
る上皮細胞の遊離縁側の細胞質が lysozyme 陽性を示すとともに，導管の
内腔には lysozyme 陽性の内容物がみとめられた（図 3e）。  
 
b) sPLA2 
喉頭粘膜上皮では，ごく少数の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の
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細胞質および杯細胞の分泌顆粒が sPLA2 陽性であった。少数の線毛円柱
上皮細胞の線毛の全長ないし先端部および微絨毛上皮細胞の微絨毛に
sPLA2 陽性がみとめられた。基底細胞は陰性であった（図 4a–4b）。  
喉頭腺では，終末部の少数の漿液細胞および粘液細胞に sPLA2 陽性の
分泌顆粒がみとめられた（図 4c–4d）。さらに，大部分の導管を構成する
上皮細胞の遊離縁側の細胞質が sPLA2 陽性であるとともに，導管の内腔
には sPLA2 陽性の内容物がみとめられた（図 4e）。  
 
3.  気管粘膜における lysozyme および sPLA2 の検出結果  
気管の粘膜上皮は線毛円柱上皮細胞，微絨毛上皮細胞，無線毛無微絨
毛上皮細胞，杯細胞および基底細胞からなっていた。無線毛無微絨毛上
皮細胞が最も多く，次に基底細胞や線毛円柱上皮細胞が多く存在し，杯
細胞や微絨毛上皮細胞はまれであった。粘膜固有層には気管腺が存在し
ており，この腺は漿液細胞からなる終末部と立方上皮細胞からなる導管
によって構成されていた。  
以下，気管粘膜上皮における lysozyme および sPLA2 の所見を記載する。 
 
a)  Lysozyme 
気管粘膜上皮では，ごく少数の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の
細胞質および杯細胞の分泌顆粒が lysozyme 陽性であった。多数の線毛円
柱上皮細胞の線毛の全長ないし先端部および微絨毛上皮細胞の微絨毛に
lysozyme 陽性がみとめられたが，基底細胞は陰性であった（図 5a–5b）。  
気管腺では，少数の漿液細胞の分泌顆粒および大部分の導管を構成す
る上皮細胞の遊離縁側の細胞質が lysozyme 陽性であった。導管の内腔に
は lysozyme 陽性の内容物がみとめられた（図 5c–5d）。  
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b)  sPLA2 
気管粘膜上皮では，ごく少数の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の
細胞質および杯細胞の分泌顆粒が sPLA2 陽性であった。多数の線毛円柱
上皮細胞の線毛の全長ないし先端部および微絨毛上皮細胞の微絨毛に
sPLA2 陽性がみとめられたが，基底細胞は陰性であった（図 6a–6b）。  
気管腺では，少数の漿液細胞の分泌顆粒および大部分の導管を構成す
る上皮細胞の遊離縁側の細胞質が sPLA2 陽性であった。導管の内腔には
sPLA2 陽性の内容物がみとめられた（図 6c–6d）。  
 
4.  肺外気管支粘膜における lysozyme および sPLA2 の検出結果  
肺外気管支の粘膜上皮は線毛円柱上皮細胞，微絨毛上皮細胞，無線毛
無微絨毛上皮細胞，杯細胞および基底細胞からなっていた。無線毛無微
絨毛上皮細胞が最も多く，次に線毛円柱上皮細胞が多く存在しており，
杯細胞および微絨毛上皮細胞はまれであったが，喉頭および気管と比較
して杯細胞が高頻度でみとめられた。粘膜固有層に腺細胞はみられなか
った。  
以下，肺外気管支粘膜上皮における lysozyme および sPLA2 の所見を記
載する。  
 
a）Lysozyme 
少数の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の細胞質および少数の杯細
胞の分泌顆粒が lysozyme 陽性であった。少数の線毛円柱上皮細胞の線毛
および微絨毛上皮細胞の微絨毛が lysozyme 陽性であったが，基底細胞は
陰性であった（図 7a–7c）。  
 
b） sPLA2 
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少数の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の細胞質および少数の杯細
胞の分泌顆粒が sPLA2 陽性であった。少数の線毛円柱上皮細胞の線毛お
よび微絨毛上皮細胞の微絨毛が sPLA2 陽性であったが，基底細胞は陰性
であった（図 8a–8c）。  
 
5.  肺内の粘膜における lysozyme および sPLA2 の検出結果  
本論文では肺における気道を肺内の気管支，細気管支および肺胞につ
いて記載した。  
肺内の気管支の上皮は線毛円柱上皮細胞，無線毛無微絨毛上皮細胞，
杯細胞および基底細胞からなり，その多くを線毛円柱上皮細胞と無線毛
無微絨毛上皮細胞が占め，杯細胞および基底細胞はまれであった。  
細気管支の上皮は線毛円柱上皮細胞，無線毛無微絨毛上皮細胞および
クララ細胞からなり，無線毛無微絨毛上皮細胞やクララ細胞が多くを占
め，線毛円柱上皮細胞はまれであった。  
肺胞上皮は大肺胞上皮細胞および扁平肺胞上皮細胞からなり，肺胞腔
には肺胞大食細胞が存在した。  
以下，肺における lysozyme および sPLA2 の所見を記載する。  
 
a）Lysozyme 
肺内の気管支では，ごく少数の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の
細胞質が lysozyme 陽性であった。杯細胞，線毛円柱上皮細胞および基底
細胞は陰性であった（図 9a–9c）。  
細気管支では，いずれの細胞も陰性であった（図 11）。  
肺胞では，多数の大肺胞上皮細胞および肺胞大食細胞の細胞質に
lysozyme 陽 性 の 顆 粒 がみ と め ら れ た 。少 数 の 扁 平 肺 胞上 皮 細 胞 に
lysozyme 陽性がみとめられたが，細胞質が非常に薄いため，陽性反応物
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が細胞質か細胞膜のいずれに局在するのかについては正確に判断するこ
とができなかった（図 13a–13b）。  
 
b） sPLA2 
肺内の気管支では，ごく少数の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の
細胞質が sPLA2 陽性であった。杯細胞，線毛円柱上皮細胞および基底細
胞は陰性であった（図 10）。  
細気管支および肺胞では，いずれの細胞も陰性であった（図 12，–14）。  
 
6. 粘液層および漿液層における lysozyme および sPLA2 の検出結果  
PFA 固定標本における粘液層は線毛円柱上皮細胞の線毛の先端部に相
当する部位，漿液層は PFA 固定標本における線毛円柱上皮細胞の先端部
を除く線毛の部分であった。カルノア固定標本では，粘液層が PAS 陽性
を示す線状の構造物として検出された（図 15a–15d）。鼻粘膜から肺外気
管支粘膜に至る粘液層および漿液層が lysozyme および sPLA2 陽性であっ
た（図 15e–15l）。  
 
7.  陰性対照  
本研究における陰性対照切片のうち，一次抗体に代えて正常ヤギ IgG
を用いたものに関して， 1 例の PFA 固定標本の線毛円柱上皮細胞の線毛
の先端部において非特異的に弱ないし中程度の陽性がみられたが，4 例で
は陽性反応はみとめられなかった。カルノア固定組織では，全例の線毛
円柱上皮細胞の細胞質において非特異的に弱陽性がみられた。非特異的
な陽性反応のみられた標本ではそれを差し引いたものを特異抗体陽性と
して記載した。  
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I-4. 考 察  
 
1. 呼吸器系における lysozyme および sPLA2 の分泌部位について  
Lysozyme は鼻洗浄液および気管支肺胞洗浄液中に [Agerberth et al . ,  
1999; Cole et al . ,  1999; Singh et al . ,  1988]，また，sPLA2 は鼻洗浄液中に見
出される [Aho et al . ,  1997]ことから，lysozyme および sPLA2 が鼻粘膜に分
布する分泌細胞から， lysozyme のみが気管支から肺にかけての粘膜に分
布する分泌細胞から分泌されることが想定され，これらが鼻粘膜および
気管支粘膜を覆う粘液層ないし漿液層に供給されることが想定される。
本章における所見では， lysozyme および sPLA2 の分泌細胞が主に鼻粘膜
上皮，鼻腺，喉頭腺，気管腺および肺外気管支粘膜上皮に分布した。ま
た，肺胞では lysozyme の分泌細胞が上皮に分布した。さらに， lysozyme
および sPLA2 がカルノア固定および PFA 固定組織の粘液層および漿液層
において陽性を示した（図 16 を参照）。以上の所見から，従来生化学的
に lysozyme および sPLA2 が検出されてきた各種洗浄液の位置と，各部位
内における分泌細胞の位置が一致することが明らかになるとともに，生
理学的条件下における lysozyme および sPLA2 の分泌源を特定することが
でき， lysozyme および sPLA2 が呼吸器系のほぼ全長において細菌等に対
する first  defense line を形成することを明らかにすることができた。  
 
2. 呼吸器系における lysozyme および sPLA2 の分泌細胞の分布の部位差に
ついて  
通常飼育環境において，実験動物は常に自身の糞に暴露されている。
特 に ， ラ ッ ト は グ ラ ム 陽 性 菌 お よ び 陰 性 菌 を 含 む 糞 を 食 糞 す る
[Torrallardona et al . ,  1996]。従って，グラム陽性菌および陰性菌を含む乾
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燥した糞由来の塵が，特に前位の呼吸器系の粘液層に沈着することが推
測される。さらに，鼻は細菌の定着部位であると考えられている [ラット：
Pesti et al . ,  1984; イヌ：Clapper and Meade, 1963; ブタ，ウシ，ニワトリ：
中野ら ,  2008; ヒト：Glück and Gebbers 2000; Lina et al . ,  2003]。本章の所
見では，喉頭粘膜および気管粘膜の上皮内に lysozyme および sPLA2 の分
泌細胞がほとんどみられず，肺外気管支粘膜以降では上皮内にのみ
lysozyme および sPLA2 分泌細胞が分布していた。一方，鼻粘膜では上皮
内および付属外分泌腺の無線毛無微絨毛上皮細胞および介在導管を構成
する上皮細胞の多くがそれぞれ lysozyme および sPLA2 陽性であった。こ
れらの所見から， lysozyme および sPLA2 の分泌細胞が喉頭粘膜以降と比
較して鼻粘膜において多く分布することが示唆された。しかしながら，
呼吸器系全長にわたり，多数の分泌細胞が lysozyme および sPLA2 陰性で
あった。これらの所見から，生理学的条件下の呼吸器系では吸入された
細菌および定着している常在細菌の両者に対して鼻粘膜には比較的多く
の lysozyme および sPLA2 の分泌細胞が配置されているが，細菌の定着を
許容するために lysozyme および sPLA2 陰性の分泌細胞を配置している可
能性が考えられた。さらに，鼻粘膜での細菌定着の許容は，感染性の細
菌に対する bacterial interference 等の有益な効果を宿主にもたらす [ Iwase 
et al . ,  2010; Lina et al . ,  2003]可能性が考えられた。他方，ラットでは後位
の呼吸器系において培養可能な細菌が検出されないことから [Pesti et al . ,  
1984]，生理学的条件下の喉頭以降の呼吸器では，鼻粘膜に比較してより
少ない lysozyme および sPLA2 の分泌細胞によって，細菌に対する十分な
生体防御機構が成立していることが考えられた。  
 
3. 呼吸器系における lysozyme および sPLA2 陰性の分泌細胞について  
ライノウイルスに感染したヒトでは，鼻洗浄液中における lysozyme の
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濃度が上昇し [Igarashi et al . ,  1993]，慢性気管支炎患者では健常人と比較
して気管支肺胞洗浄液中における lysozyme および lactoferrin 濃度が上昇
する [Thompson et al . ,  1990]。さらに，喘息患者では健常人と比較して呼
気凝縮液中の lysozyme 濃度が上昇する [Bloemen et al . ,  2011]。慢性副鼻腔
炎患者では健常人と比較して鼻粘膜の lysozyme 陽性細胞が増加するとと
もに陽性強度が増大する [Fukami et al . ,  1993]。これらの報告から，呼吸器
感染および呼吸器疾患を伴った呼吸器系では殺菌物質の分泌細胞が増加
することによってその分泌が増進されることが想定される。本章の所見
では，鼻から肺胞に至るまで lysozyme および sPLA2 陰性の分泌細胞が数
多く存在した。このことから，生理学的条件下のすべての呼吸器粘膜は
付加的に殺菌物質を分泌する能力を有し，感染や疾患時には分泌を亢進
することが考えられた。  
呼吸器系では，lysozyme および sPLA2 以外に，免疫グロブリン，補体，
lactoferrin，defensin および cathelicidin が鼻洗浄液 [Casado et al . ,  2005; Cole 
et al . ,  1999]および気管支肺胞洗浄液中 [Agerberth et al . ,  1999; Chen et al . ,  
2008]に検出されている。さらに， surfactant protein が気管支肺胞洗浄液
中に見い出されている [Chen et al . ,  2008; von Bredow et al . ,  2001]。以上の
報告から，これらの分泌物質は協働して呼吸器感染に対する生体防御に
寄与することが想定される。本章ではグラム陽性菌に対して優位に殺菌
作用を有する lysozyme および sPLA2 の分泌細胞や同物質の粘液層内での
存在を生理学的条件下の呼吸器系で可視化できたが，もう一方のグラム
陰性菌に対して優位に殺菌作用を示す defensin を介した防御機構の全容
は未だ明らかにされていない。そこで第Ⅱ章では，グラム陰性菌に対し
て優位な殺菌効果を示す defensin に関して明らかにする。  
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I-5. 小 括  
 
生理学的条件下のラットの呼吸器系全長において，グラム陽性菌に対
して優位に殺菌効果を示す lysozyme および sPLA2 の分泌細胞の分布およ
びそれらの粘液層および漿液層における局在を免疫組織化学的に精査し
た。  
その結果，lysozyme および sPLA2 の分泌細胞は主に鼻粘膜上皮，鼻腺，
喉頭腺，気管腺および肺外気管支粘膜上皮に分布した。肺胞では lysozyme
の分泌細胞が上皮に分布した。加えて， lysozyme および sPLA2 が鼻から
肺外気管支に至る粘液層および漿液層において陽性であった。以上の所
見から， lysozyme および sPLA2 が呼吸器系のほぼ全長において first  
defense line を形成することが示唆され，分泌細胞種とその分布を明らか
にすることができた。また，呼吸器系の疾病によって lysozyme の分泌細
胞が増加することから，呼吸器系全長において多数存在した lysozyme お
よび sPLA2 陰性の分泌細胞は感染や疾病時における lysozyme および
sPLA2 の量的増加に貢献しうる細胞であることが推察されるとともに，
鼻粘膜における lysozyme および sPLA2 陰性の分泌細胞の存在は，鼻粘膜
における常在細菌の定着を許容することを示していると考えられた。さ
らに lysozyme および sPLA2 陽性を示す分泌細胞が鼻粘膜に豊富に存在し
たことは，鼻粘膜が吸入された粒子状物や細菌の主な沈着部位であり，
さらに常在細菌の定着部位であることと関連することが考えられた。  
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第 II 章  
 
ラット呼吸器系における β-defensin 1 および 2の分泌上皮細胞の
分布および液層中における分布  
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II-1. 小 緒  
 
鼻洗浄液および気管支肺胞洗浄液中には lysozyme，sPLA2，defensin 等
の様々な殺菌物質が含まれることが知られており [Travis et al . ,  2001]，液
層に沈着した微生物はこれらの殺菌物質に晒されることが想定される。
殺菌物質の内， lysozyme および sPLA2 は広い抗菌スペクトルを有する殺
菌物質であり [Ferrari  et al . ,  1959; Grönroos et al . ,  2001; Peterson and 
Hartsell  1955; Woods et al . ,  2011]，鼻洗浄液および気管支肺胞洗浄に含ま
れるとともに [Aho et al . ,  1997; Casado et al . ,  2005; Chen et al . ,  2008]，本論
文第Ⅰ章では生理学的条件下のラット呼吸器系の全長において lysozyme
および sPLA2 の分泌細胞を特定してその分布を免疫組織化学的に明らか
にし，さらに，これらの分泌細胞が呼吸器系全長でグラム陽性菌等の細
菌に対する第一の生体防御機構を形成していることを明らかにした。  
Defensin はグラム陽性および陰性菌 [Baricelli  et al .  2015]，ウイルス [Sun 
et al .  2005]および真菌 [Feng et al . ,  2005]に対して殺菌効果を発揮するが，
グラム陽性菌よりも陰性菌に対してより高い殺菌効果を示す [Harder et 
al . ,  1997; Harder et al . ,  2000; Singh et al . ,  1998]。Defensin の殺菌活性は，
細菌等の細胞膜に多量体からなる孔を形成し，膜の透過性を亢進させる
ことによる [Hill et al . ,  1991]。従来 β-defensin 1 および 2 が健常人の鼻洗
浄液 [Carothers et al . ,  2001; Cole et al . ,  1999]および気管支肺胞洗浄液  
[Agerberth et al . ,  1999; Hiratsuka et al . ,  2003]に検出されることから，本論
文第Ⅰ章で鼻から肺外気管支の粘液層および漿液層に含まれることが明
らかになった lysozyme および sPLA2 と同様に， β-defensin 1 および 2 も
生理学的条件下にあるラット呼吸器系全長の粘膜上皮上に分泌されるこ
とが想定される。従来ヒトでは気管支で β-defensin 1 および 2 の mRNA
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が [Singh et al . ,  1998]，また，マウスでは β-defensin 1 の mRNA が鼻，気
管および大きな細気管支で  [Bals et al . ,  1998]，ラットでは β-defensin 1 の
mRNA が気管で  [Jia et al . ,  1999]，また， β-defensin 2 の mRNA が大肺胞
上皮細胞 [Jia et al . ,  1999]で，in situ hybridization を用いて検出されてきた。
しかしながら，呼吸器系の全長において β-defensin の分泌細胞を in vivo
で同定し，その分布を明らかにした報告や粘液層および漿液層における
β-defensin の分布に関する報告はなされていない。そこで，第Ⅱ章では，
生理学的条件下にあるラットを実験モデルとし，呼吸器系全長の粘膜に
おいてグラム陰性菌に対して優先的に殺菌効果を発揮する β-defensin 1 お
よび β-defensin 2 の分泌細胞の分布および呼吸器系の粘膜を覆う粘液層お
よび漿液層における β-defensin 1 および β-defensin 2 の局在を免疫組織化
学的に精査した。  
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II-2. 材料および方法  
 
1. 供試動物および飼育法  
7 週齢の Wistar 系ラットの雄 13 匹を用いた。供試動物の飼育等に関し
ては第 I 章と同様であるため省略する。  
 
2. 材料採取および組織学的処理  
β-defensin 1 および 2 の分泌上皮細胞の分布を調べるため， 8 匹のラッ
トをソムノペンチル (共立製薬 )の腹腔投与による深麻酔下で安楽死させ
た後，胸郭の腹側を正中切開し，さらに心膜を切開して心臓を露出し，
左心室から 0.1 M リン酸緩衝 4%paraformaldehyde 固定液を灌流した。灌
流固定後，すばやく鼻粘膜，喉頭，気管，肺外気管支，肺内気管支を含
む肺の組織片を摘出し， 4%PFA 固定液を用いて 4°C で 6 時間浸漬固定し
た。次いで， 0.1 M リン酸緩衝液（ pH 7.4）による組織片の洗浄を 30 分
間ずつ 3 回おこなった後，70，80，90 および 99%エタノールに 30 分間ず
つ浸漬し，さらに 100%エタノールに 1 時間ずつ 2 回浸漬した後， 100%
エタノールに一晩浸漬することで脱水をおこなった。  
β-defensin 1 および 2 の粘液層および漿液層における分布を調べるため，
5 匹のラットをソムノペンチル (共立製薬 )の腹腔投与による深麻酔下で安
楽死させた後，鼻粘膜，喉頭，気管および肺外気管支を摘出し，液体の
動きを最小限に留めながらカルノア液に浸漬して 5 分間固定後， 100%エ
タノールに各 1 時間， 3 時間ずつ 2 回浸漬し， 100%エタノールに一晩浸
漬して脱水をおこなった。  
次いで，脱水したすべての組織を第 I 章と同様に透徹後，パラフィン切
片を作製した。  
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3. 免疫組織化学的染色  
前記の方法で作製したパラフィン切片を脱パラフィンして蒸留水で 3
回洗浄した後，抗原賦活化のため 0.06 µg/ml Proteinase K (Sigma-Aldrich 
Inc.，Saint Louis，MO，米国 )と 37°C で 20 分間反応させた。 0.05%T-PBS
で洗浄後，室温で 100%メタノールおよび 0.5%過酸化水素水にそれぞれ
30 分間浸漬し，0.05%T-PBS で 3 回洗浄した。次いで，Blocking One Histo
（ナカライテスク）と室温で 1 時間反応させた後，抗 β-defensin 1 抗体
（ sc-10851；Santa Cruz Biotechnology）を PFA 固定組織に対しては 200 倍，
カルノア固定組織に対しては 50 倍の希釈倍率で，ないし抗 β-defensin 2
抗体（ sc-10856；Santa Cruz Biotechnology）を PFA 固定組織に対しては
200 倍，カルノア固定組織に対しては 400 倍の希釈倍率で撹拌しながら室
温で 30 分間反応させた後， 4℃で 18 時間反応させた。 0.05%T-PBS によ
る 3 回洗浄後，二次抗体として HRP 標識抗ヤギ IgG ロバ IgG（製品番号：
705-035-147，Jackson Immuno Research Inc.，West Grove，PA，米国）と室
温で 1 時間反応させた。最後にトリス緩衝液（ pH 7.6）で切片を 3 回洗浄
し， 0.17 μl /ml の過酸化水素水を加えた 0.02% 3,3’-diaminobenzidine 
tetrahydrochloride（同仁化学研究所）トリス緩衝液で発色した。発色後，
切片を蒸留水で洗浄し，Mayer のヘマトキシリン染色液で対比染色をおこ
なった。  
陰 性 対 照 の 組 織 切 片 に は ， 一 次 抗 体 の 代 わ り に 正 常 ヤ ギ IgG
（PeproTech）および 0.05%T-PBS を使用した。  
 
4. 多糖類染色  
カルノア固定標本を用いて粘液層を検出するため，第 I 章と同様の方法
を用いて PAS 反応をおこなった。  
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II-3. 結 果  
 
1. 鼻粘膜における β-defensin 1 および 2 の検出結果  
鼻粘膜の一般形態については第Ⅰ章の結果と同様であった。  
以下，鼻粘膜における β-defensin 1 および 2 の所見を記載する。  
 
a） β-defensin 1 
鼻粘膜上皮では，大部分の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の細胞
質および少数の杯細胞の分泌顆粒が β-defensin 1 陽性であった。大部分の
線毛円柱上皮細胞の線毛の全長ないし先端部に β-defensin 1 陽性がみとめ
られたが，基底細胞は陰性であった（図 17a）。  
鼻腺では，少数の漿液細胞および大部分の介在導管を構成する上皮細
胞の分泌顆粒が β-defensin 1 陽性であった（図 17b-17c）。さらに，分泌導
管を構成する立方上皮細胞では，ほとんどの遊離縁付近の細胞質に
β-defensin 1 陽性がみとめられるとともに，導管内腔には β-defensin 1 陽
性の内容物がみとめられた（図 17d）。  
 
b） β-defensin 2 
鼻粘膜上皮では，大部分の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の細胞
質が β-defensin 2 陽性であり，ごく少数の杯細胞の分泌顆粒に β-defensin 2
陽性がみとめられた。大部分の線毛円柱上皮細胞の線毛の全長ないし先
端部に β-defensin 2 陽性がみとめられたが，基底細胞は陰性であった（図
18a）。  
鼻腺では，少数の漿液細胞および大部分の介在導管を構成する上皮細
胞の分泌顆粒が β-defensin 2 陽性であった（図 18b-18c）。さらに，分泌導
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管 を 構 成 す る ほ と ん ど の 立 方 上 皮 細 胞 で 遊 離 縁 付 近 の 細 胞 質 に
β-defensin 2 の陽性がみとめられ，導管内腔には β-defensin 2 陽性の内容
物がみとめられた（図 18d）。  
 
2. 喉頭粘膜における β-defensin 1 および 2 の検出結果  
喉頭粘膜の一般形態については第Ⅰ章の結果と同様であった。  
以下，喉頭粘膜における β-defensin 1 および 2 の所見を記載する。  
 
a） β-defensin 1 
喉頭粘膜上皮では，ごく少数の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の
細胞質および杯細胞の分泌顆粒が β-defensin 1 陽性であった。多数の線毛
円柱上皮細胞の線毛の全長ないし先端部および微絨毛上皮細胞の微絨毛
に β-defensin 1 陽性がみとめられたが，基底細胞は陰性であった（図
19a–19b）。  
喉頭腺では，終末部のごく少数の漿液細胞および粘液細胞に β-defensin 
1 陽性がみとめられた（図 19c–19d）。導管では大部分の導管を構成する
上皮細胞の遊離縁側の細胞質が β-defensin 1 陽性であるとともに，導管の
内腔には β-defensin 1 陽性の内容物がみとめられた（図 19e）。  
 
b） β-defensin 2 
喉頭粘膜上皮では，ごく少数の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の
細胞質および杯細胞の分泌顆粒が β-defensin 2 陽性であった。多数の線毛
円柱上皮細胞の線毛の全長ないし先端部および微絨毛上皮細胞の微絨毛
に β-defensin 2 陽性がみとめられたが，基底細胞は陰性であった（図
20a–20b）。  
喉頭腺では，終末部のごく少数の漿液細胞および粘液細胞に β-defensin 
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2 の陽性がみとめられた（図 20c–20d）。さらに，大部分の導管を構成す
る上皮細胞の遊離縁側の細胞質が β-defensin 2 陽性であるとともに，導管
の内腔には β-defensin 2 陽性の内容物がみとめられた（図 20e）。  
 
3.  気管粘膜における β-defensin 1 および 2 の検出結果  
気管粘膜の一般形態については第Ⅰ章の結果と同様であった。  
以下，気管粘膜における β-defensin 1 および 2 の所見を記載する。  
 
a） β-defensin 1 
気管粘膜上皮では，ごく少数の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の
細胞質および杯細胞の分泌顆粒が β-defensin 1 陽性であった。多数の線毛
円柱上皮細胞の線毛の全長ないし先端部および微絨毛上皮細胞の微絨毛
に β-defensin 1 陽性がみとめられたが，基底細胞は陰性であった（図
21a–21b）。  
気管腺では，終末部のごく少数の漿液細胞の分泌顆粒および大部分の
導管を構成する上皮細胞の遊離縁側の細胞質が β-defensin 1 陽性であった。
導管の内腔には β-defensin 1 陽性の内容物がみとめられた（図 21c–d）。  
 
b） β-defensin 2 
気管粘膜上皮では，ごく少数の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の
細胞質および杯細胞の分泌顆粒が β-defensin 2 陽性であった。多数の線毛
円柱上皮細胞の線毛の全長ないし先端部および微絨毛上皮細胞の微絨毛
に β-defensin 2 陽性がみとめられたが，基底細胞は陰性であった（図
22a–22b）。  
気管腺では，終末部のごく少数の漿液細胞の分泌顆粒に β-defensin 2 の
陽性がみとめられた。さらに，大部分の導管を構成する上皮細胞の遊離
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縁側の細胞質が β-defensin 2 陽性を示すとともに，導管の内腔には
β-defensin 2 陽性の内容物がみとめられた（図 22c–22d）。  
 
4. 肺外気管支粘膜における β-defensin 1 および 2 の検出結果  
肺外気管支粘膜の一般形態については第Ⅰ章の結果と同様であった。  
以下，肺外気管支粘膜における β-defensin 1 および 2 の所見を記載する。 
 
a） β-defensin 1 
少数の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の細胞質および少数の杯細
胞の分泌顆粒が β-defensin 1 陽性であった。少数の線毛円柱上皮細胞の線
毛および微絨毛上皮細胞の微絨毛が β-defensin 1 陽性であったが，基底細
胞は陰性であった（図 23a–23b）。  
 
b） β-defensin 2 
少数の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の細胞質が β-defensin 2 陽性
であり，ごく少数の杯細胞の分泌顆粒に β-defensin 2 の陽性がみとめられ
た。少数の線毛円柱上皮細胞の線毛および微絨毛上皮細胞の微絨毛が
β-defensin 2 陽性であったが，基底細胞は陰性であった（図 24a–24b）。  
 
5. 肺内の粘膜における β-defensin 1 および 2 の検出結果  
肺内気管支，細気管支および肺胞粘膜の一般形態については第Ⅰ章の
結果と同様であった。  
以下，肺内における β-defensin 1 および 2 の所見を記載する。  
 
a） β-defensin 1 
肺内の気管支では，ごく少数の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の
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細胞質が β-defensin 1 陽性であった。杯細胞，線毛円柱上皮細胞および基
底細胞は陰性であった（図 25）。  
細気管支では，線毛円柱上皮細胞，無線毛無微絨毛上皮細胞およびク
ララ細胞のいずれの細胞も陰性であった（図 27）。  
肺胞では，大肺胞上皮細胞，扁平肺胞上皮細胞および肺胞大食細胞の
いずれの細胞も陰性であった（図 29）。  
 
b） β-defensin 2 
肺内の気管支では，ごく少数の無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の
細胞質が β-defensin 2 陽性であった。杯細胞，線毛円柱上皮細胞および基
底細胞は陰性であった（図 26）。  
細気管支では，線毛円柱上皮細胞，無線毛無微絨毛上皮細胞およびク
ララ細胞のいずれの細胞も陰性であった（図 28）。  
肺胞では，ごく少数の大肺胞上皮細胞に β-defensin 2 の陽性がみとめら
れたが，扁平肺胞上皮細胞および肺胞大食細胞は陰性であった（図 30）。 
 
 6.  粘液層および漿液層における β-defensin 1 および 2 の検出結果  
鼻粘膜から肺外気管支粘膜に至るカルノア固定標本では， PAS 陽性の
粘液層が第Ⅰ章での所見と同様に確認された（図 31a–31d）。鼻粘膜から
肺外気管支粘膜に至る粘液層および漿液層が β-defensin 1 陽性であった。
粘液層における β-defensin 1 の陽性強度は鼻粘膜から肺外気管支に向かっ
て減弱した（図 31e–31h）。鼻粘膜および喉頭粘膜の粘液層および漿液層
が β-defensin 2 弱陽性であったが（図 31i–31j），気管粘膜および肺外気管
支粘膜の粘液層および漿液層では β-defensin 2 は検出されなかった（図
31k–31l）。  
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7. 陰性対照  
本研究における陰性対照切片のうち，一次抗体に代えて正常ヤギ IgG
を用いたものでは， PFA 固定標本には陽性反応が見られず，カルノア固定
標本でのみ各組織の線毛円柱上皮細胞の細胞質が非特異的に弱陽性である
ものがみられたが，それを差し引いたものを特異抗体陽性として記載し
た。  
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II-4. 考 察  
 
1. 呼吸器系における β-defensin 1 および 2 の分泌細胞の分布の部位差につ
いて  
通常の飼育環境において，実験動物は自身の糞と接する生活をしてい
る。糞には消化管由来のグラム陰性菌を多く含むことから [Brooks et al .  
2003]，糞由来の多量のグラム陰性菌が呼吸器系に吸引され，粘液層に沈
着すると考えられる。排便された糞中に存在する細菌の生死は糞中の水
分量に依存し，糞の乾燥は内容物の濃度を上昇させる [Garfield and Walker,  
2008]。すなわち，大腸の内容物に含まれる高濃度の lysozyme および sPLA2
等の抗殺菌物質 [Yokoo et al . ,  2011]の濃縮が糞中で起こり，糞中に存在す
るグラム陰性菌である Escherichia coli のほとんどがすみやかに死に至る
とされる [Kudva et al . ,  1998]。グラム陰性菌の構成成分であるリポポリサ
ッカライドは，ヒトの気管および気管支上皮由来の培養細胞に作用して
β-defensin 2 の発現を惹起する [Becker et al . ,  2000]。さらに，呼吸器内に
流入した細菌を伴う大きな塵挨は前位の呼吸器系に優先的に沈着すると
される [Heyder et al . ,  1986; Fry and Black, 1973; Raabe et al . ,  1988]。本章に
おける所見では， β-defensin 1 および 2 の分泌細胞が鼻粘膜に豊富に分布
したが，呼吸器系の末端部に向かって減少しており， β-defensin 1 および
2 が前位の呼吸器系を覆う粘液層および漿液層に主に検出された（図 32
を参照）。さらに，正常なヒトの鼻にはグラム陰性菌が常在しており [Glück 
and Gebbers,  2000]，defensin はグラム陽性菌より陰性菌に対し比較的強い
殺菌効果を発揮するとされる [Harder et al . ,  1997; Harder et al . ,  2000; Singh 
et al . ,  1998]。以上のことを併せ考えると，前位の呼吸器系に沈着する塵
埃に含まれるグラム陰性菌および常在細菌として存在するグラム陰性菌
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に対する防御応答のために β-defensin 1 および 2 を介した生体防御機構が
前位により多く備わっている可能性が考えられた。また，殺菌物質は単
独で存在するより，複数種類同時に存在した方が殺菌効率が上昇するこ
とが in vitro の実験で証明されている [Singh et al., 2000]。本論文第Ⅰ章にお
いて， lysozyme および sPLA2 が鼻から肺外気管支の粘液層および漿液層
に含まれることが明らかにされた。本章では， β-defensin 1 および 2 が鼻
および喉頭の粘液層および漿液層でみとめられたことから，前位の呼吸
器系では lysozyme， sPLA2， β-defensin 1 および 2 を粘液層に比較的豊富
に分泌することによってグラム陽性菌および陰性菌に対するより強固な
防御機構が構築されていることが考えられた。  
 
2. 後位の呼吸器系における β-defensin 1 および 2 の分泌細胞について  
健康なヒトの呼吸器系では， β-defensin 1 および 2 が気管支肺胞洗浄液
中に検出され [Agerberth et al .  1999; Hiratsuka et al . ,  2003; Singh et al . ,  
1998]，β-defensin 2 の mRNA が気管に検出されている [Jia et al . ,  1999]。本
章では，少数の β-defensin 1 および 2 の分泌細胞が，粘液層が存在し始め
る肺外気管支に存在し，さらに気管の上皮および気管腺にも存在した。
こ れら の 所 見 か ら ，従 来 気 管 支 肺 胞洗 浄 液 中 に 見 い出 さ れ て き た
β-defensin 1 および 2[Agerberth et al . ,  1999; Hiratsuka et al . ,  2003; Singh et 
al . ,  1998]は肺外気管支の分泌細胞および大肺胞上皮細胞に由来すること
が考えられた。  
肺内気管支以降の呼吸器系では，補体成分 C3 が健常人の気管支肺胞洗
浄液中に含まれるとされる [Bolger et al . ,  2007]。C3 は異物をオプソニン化
することによって大食作用を促進する [Ricklin et al . ,  2016]。さらに，C3
の分解産物である C3a もまたグラム陽性菌や陰性菌に対して直接的な殺
菌効果を発揮する [Nordahl et al . ,  2004]。Surfactant protein A および D は細
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気管支のクララ細胞および肺胞の大肺胞上皮細胞から分泌され [Phelps 
and Floros 1991;  Voorhout  et al . ,  1992]，吸入された物質をオプソニン化す
る機能を有する [Gaynor et al .  1995; van Iwaarden et al . ,  1991]。加えて，本
論文第Ⅰ章では，肺胞に位置する大肺胞上皮細胞および肺胞大食細胞が
細胞内に lysozyme を有していたが，本章での観察では，β-defensin 1 およ
び 2 の分泌細胞が肺内気管支以降でほとんどみられなかった。以上の知
見から，生理学的条件下のラット呼吸器系の末端では，肺胞大食細胞に
加えて β-defensin 以外の C3 や surfactant protein 等の抗菌作用を有する物
質や大肺胞上皮細胞から分泌される lysozyme が微生物に対する第一戦で
の防御機構を形成していることが考えられた。  
 
3. 呼吸器系における β-defensin 1 および 2 陰性の分泌細胞について  
従来 in vivo の実験系で，細菌の刺激がヒトの気管支肺胞洗浄液中の
β-defensin 2 の濃度を上昇させることが明らかにされてきた  [Hiratsuka et  
al . ,  1998, Hiratsuka et al . ,  2003; Schaller-Bals et al . ,  2002]。同様に in vitro
の実験系においても，ヒトの気管および気管支の上皮由来の細胞へのリ
ポポリサッカライドないしリポペプチドの刺激が β-defensin 2 の濃度を上
昇させることが明らかにされている [Becker et al . ,  2000; Hertz et al .  2003]。
さらに，呼吸器疾患および呼吸器感染を伴う呼吸器系では，鼻洗浄液
[Carothers et al . ,  2001]および気管支肺胞洗浄液中 [Mukae et al .  2007; 
Schaller-Bals et al . ,  2002]の β-defensin 1 および 2 の濃度が上昇するととも
に，慢性副鼻腔炎のヒトの鼻粘膜上皮では β-defensin 2 の mRNA が増加す
ることが報告されている [Lee et al . ,  2002]。本章では，生理学的条件下に
あるラットの呼吸器系の全長において，多数の β-defensin 1 および 2 陰性
の分泌細胞がみとめられた。以上の知見を考え併せると，生理学的条件
下のヒトや動物では，微生物の感染等の疾病時においては，豊富に存在
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する β-defensin 1 および 2 陰性の分泌細胞から β-defensin 1 および 2 等の
殺菌物質の産生が起こる可能性が考えられた。  
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II-5. 小 括  
 
生理学的条件下のラットの呼吸器系全長において，グラム陰性菌に対
して比較的優位な殺菌効果を示す β-defensin 1 および 2 の分泌細胞の分布
および粘液層や漿液層における β-defensin 1 および 2 の局在を免疫組織化
学的に精査した。  
その結果，鼻粘膜では上皮および鼻腺に β-defensin 1 および 2 陽性の少
数の分泌細胞が分布した。喉頭および気管粘膜では主に喉頭腺および気
管腺に β-defensin 1 および 2 陽性細胞がみとめられ，さらに，肺外気管支
粘膜上皮では β-defensin 1 および 2 陽性細胞が少数みとめられた。肺内で
はごく少数の β-defensin 2 陽性の大肺胞上皮細胞が分布した。さらに，鼻
粘膜および喉頭粘膜を覆う粘液層および漿液層では β-defensin 1 および 2
が検出されたが，気管粘膜および肺外気管支粘膜を覆う粘液層および漿
液層では β-defensin 1 しか検出されず，粘液層におけるそれらの陽性強度
は鼻粘膜および喉頭粘膜より減弱した。これらの所見から，生理学的条
件下のラット呼吸器系の全長において， β-defensin 1 および 2 の分泌細胞
を特定し，その分布の詳細を明らかにするとともに， β-defensin 1 および
2 の粘液層および漿液層における分布を明らかにすることができた。また，
β-defensin 1 および 2 の分泌細胞およびその分泌物が鼻粘膜に豊富に分布
し， β-defensin 1 および 2 を介する生体防御機構が呼吸器系の前位により
多く備わることが明らかになり，このことは前位の呼吸器系に多く沈着
する塵埃に含まれるグラム陰性菌および常在細菌として存在するグラム
陰性菌に対する防御応答に関連する可能性が考えられた。さらに，in vitro
の実験において細菌の構成成分が気道の上皮細胞の β-defensin 1 および 2
の分泌を惹起することから，呼吸器系全長で多数みとめられた β-defensin 
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1 および 2 陰性の分泌細胞は，従来呼吸器の感染や疾病時に生じる気道洗
浄液中の β-defensin 1 および 2 濃度の上昇に貢献する可能性考えられた。 
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 総 括  
 
ヒトを含む動物の呼吸器系には細菌や塵埃等の様々な物質が流入し，
呼吸器系の前位を中心として呼吸器系全長の粘膜上皮上に存在する粘液
層等に沈着する。呼吸器系の前位の一部を除いて粘膜上に細菌が検出さ
れないことから，呼吸器系の全長にわたって沈着した細菌の増殖や生存
を許さない仕組みが存在することが想定される。その仕組みの一端とし
て，従来呼吸器系各部位由来の洗浄液には lysozyme，sPLA2，β-defensin 1
や 2 等の殺菌物質が検出されてきた。しかしながら，粘液層は常に移動
するため，粘液層中の分泌源については未だ明らかにされていない。さ
らに，呼吸器系の防御機構における第一線は粘膜上の粘液層及び漿液層
であるが，顕微鏡標本では粘液層の保存や抗原性の保持が難しく，粘液
層および漿液層における殺菌物質の分布を in vivo で観察した研究は未だ
ない。そこで本論文では，殺菌物質の中で広い殺菌スペクトルを有し，
特にグラム陽性菌に対して優先的に殺菌効果を発揮する lysozyme と
sPLA2 お よ び グ ラ ム 陰 性菌 に 対 し て 優 先的 に 殺 菌 効 果 を発 揮 す る
β-defensin 1 と 2 に着目し，生理学的条件下のラットの呼吸器系を実験モ
デルとして前記の殺菌物質を介した呼吸器系における分泌型の生体防御
機構の一端を明らかにすることを目的とした。  
第Ⅰ章では，ラットの呼吸器系全長においてグラム陽性菌を優先的に
傷害する lysozyme および sPLA2 の分泌細胞種の特定とそれらの分布およ
び粘液層と漿液層における lysozyme および sPLA2 の局在を免疫組織化学
的に精査した。その結果，鼻粘膜では，粘膜上皮の多数の無線毛無微絨
毛上皮細胞および少数の杯細胞が lysozyme および sPLA2 陽性であり，鼻
腺 の 少数 の 腺 細 胞 ， 介在 導 管 を 構 成 する ほ ぼ す べ て の上 皮 細 胞 が
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lysozyme および sPLA2 陽性であった。喉頭粘膜では，粘膜上皮のごく少
数の無線毛無微絨毛上皮細胞および杯細胞が lysozyme および sPLA2 陽性
であるとともに，喉頭腺の少数の腺細胞および導管を構成する多数の上
皮細胞が lysozyme および sPLA2 陽性であった。気管粘膜では，粘膜上皮
のごく少数の無線毛無微絨毛上皮細胞および杯細胞が lysozyme および
sPLA2 陽性で，気管腺の少数の腺細胞および多数の導管を構成する細胞
が lysozyme および sPLA2 陽性であった。肺外気管支粘膜では，少数の無
線毛無微絨毛上皮細胞および杯細胞が，肺内気管支粘膜ではごく少数の
無線毛無微絨毛上皮細胞が lysozyme および sPLA2 陽性であった。さらに，
肺胞の多数の大肺胞上皮細胞が lysozyme 陽性であった。加えて，鼻から
肺外気管支の粘液層および漿液層が lysozyme および sPLA2 陽性であった。
これらの所見から，生理学的条件下のラットの呼吸器系の全長において
lysozyme および sPLA2 を分泌する分泌細胞種が特定されるとともに，呼
吸器系のほぼ全長に lysozyme および sPLA2 を介する生体防御機構が形成
されていることが明らかになった。また，他の呼吸器系の部位よりも多
くみとめられた鼻粘膜中の lysozyme および sPLA2 陽性の分泌細胞は吸入
された細菌や鼻粘膜に定着する常在細菌の両者に対する防御や調節に貢
献することが推察された。さらに，呼吸器系の疾病によって lysozyme の
分泌細胞が増加することから，鼻から肺胞に至るまで数多く存在した
lysozyme および sPLA2 陰性の分泌細胞は，呼吸器における感染や疾病時
の気道洗浄液中の lysozyme および sPLA2 の濃度上昇に貢献することが考
察された。  
第Ⅱ章では，ラットの呼吸器系全長において，グラム陰性菌を優先的
に傷害する β-defensin 1 および 2 の分泌細胞種の特定とこれらの分布およ
び粘液層と漿液層における β-defensin 1 および 2 の局在を免疫組織化学的
に精査した。その結果，鼻粘膜では，粘膜上皮の多数の無線毛無微絨毛
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上皮細胞と少数の杯細胞が β-defensin 1 および 2 陽性であるとともに，鼻
腺の少数の腺細胞，介在導管を構成するほぼすべての上皮細胞および分
泌導管を構成する多数の上皮細胞が β-defensin 1 および 2 陽性であった。
また，喉頭粘膜では，粘膜上皮のごく少数の無線毛無微絨毛上皮細胞お
よび杯細胞が，喉頭腺のごく少数の腺細胞および多数の導管を構成する
細胞が，気管粘膜では粘膜上皮のごく少数の無線毛無微絨毛上皮細胞お
よび杯細胞が β-defensin 1 および 2 陽性であるとともに，気管腺のごく少
数の腺細胞および導管を構成する多数の上皮細胞が β-defensin 1 および 2
陽性であった。肺外気管支粘膜では少数の無線毛無微絨毛上皮細胞およ
び杯細胞が，また，肺内気管支粘膜ではごく少数の無線毛無微絨毛上皮
細胞が β-defensin 1 陽性であった。肺内ではごく少数の β-defensin 2 陽性
の大肺胞上皮細胞が存在するのみで， β-defensin 1 陽性の細胞は存在しな
かった。また，鼻粘膜上皮および肺外気管支粘膜上皮における β-defensin 
2 陽性の杯細胞は β-defensin 1 に比べて少なかった。鼻および喉頭の粘液
層および漿液層に β-defensin 1 および 2 が検出されたが，気管および肺外
気管支の粘液層および漿液層では β-defensin 1 のみが検出され，粘液層に
おける β-defensin 1 の陽性強度は鼻粘膜および喉頭粘膜に比べて減弱して
いた。これらの所見から，生理学的条件下のラットの呼吸器系の全長に
おいて β-defensin 1 および 2 を分泌する分泌細胞種が特定されるとともに，
これらの分泌細胞の分布を明らかにすることができた。 β-defensin 1 およ
び 2 の分泌細胞およびその分泌物が鼻粘膜において他の呼吸器系より豊
富に局在し，呼吸器系の末端部に向かって減少したことから，鼻粘膜に
多く存在する β-defensin 1 および 2 分泌細胞は，鼻粘膜に多く沈着する塵
埃に含まれるグラム陰性菌および常在細菌として存在するグラム陰性菌
に対する防御応答として機能している可能性が考えられた。また，第Ⅰ
章での所見を併せ考えると，肺胞では主に lysozyme が殺菌物質として働
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き，無菌的な状態の維持に貢献することが考えられた。さらに， in vitro
の実験において細菌の構成成分が気道の上皮細胞の β-defensin 1 および 2
の分泌を惹起することから，呼吸器系全長にわたってみとめられた多数
の β-defensin 1 および 2 陰性分泌細胞は，従来呼吸器の感染や疾病時に生
じる気道洗浄液中の β-defensin 1 および 2 濃度の上昇に貢献する可能性が
考えられた。  
以上の結果を総合すると，本学位論文では，生理学的条件下のラット
の呼吸器系全長における lysozyme， sPLA2， β-defensin 1 および 2 の分泌
細胞種を特定し，その詳細な分布を明らかにするとともに，従来の光学
顕微鏡標本作製法に改良を加えて粘液層及び漿液層を可視化に成功し，
両層における lysozyme， sPLA2， β-defensin 1 および 2 の局在を明らかに
することができた。また，吸入された塵埃や細菌がよく沈着し，さらに
常在細菌が定着する鼻粘膜で， lysozyme， sPLA2， β-defensin 1 および 2
の分泌細胞が最も豊富であり，呼吸器系の後位に行くにしたがって減少
することが明らかになるとともに，生理学的条件下にあるラットでは，
呼吸器系全長で分泌細胞の一部のみが lysozyme， sPLA2， β-defensin 1 お
よび 2 を産生し，多くの分泌細胞がこれらの殺菌物質を産生しないこと
が示唆されたことから，非産生の分泌細胞は感染等の非常時に対する予
備群として機能することが考察された。  
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Abstract 
 
 
Study on Secretory Host Defense System with Bactericidal 
Substances in Rat Respiratory Tract  
 
Natsumi Masuda 
 
The cyclic inhalation of outside air into the respiratory tract introduces 
microorganisms and other foreign substances.  Inhaled bacteria can be reached and deposited 
throughout the respiratory tract.  However, culturable bacteria are not detected in the 
respiratory tract except the cranial portion.  Therefore, it is assumed that the respiratory tract 
equips a host defense system which actually prevents survival or proliferation of bacteria.  
Several bactericidal substances, such as lysozyme, secretory phospholipase A2 (sPLA2), 
β-defensin 1 and 2, are contained in lavage fluids of airway, so that they are assumed to 
contribute to the formation of host defense system against microorganisms in respiratory tract.  
However, the secretory sources of those bactericidal substances have not been clarified 
because of incessant mucus flow.  In addition, the localization of bactericidal substances has 
not been clarified in the mucus layer and in the periciliary layer, because the preservation of 
the mucus layer as a first line of defense is very difficult in the chemically fixed specimens for 
light microscopic observation.  In this doctoral thesis, therefore, we investigated the detailed 
distribution of the secretory sources and secretory products of lysozyme, sPLA2, β-defensin 1 
and 2 throughout the respiratory tract of healthy rats. 
In chapter I, the host defense system with lysozyme and sPLA2 which preferentially 
attack Gram-positive bacteria rather than Gram-negative one was immunohistochemically 
investigated in rat respiratory tract under healthy conditions.  As a result, in the nasal 
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epithelium, a large number of non-ciliated and non-microvillous cells (NCs) and a small 
number of goblet cells (GCs) were immunopositive for lysozyme and sPLA2.  A few acinar 
cells and almost all epithelial cells of intercalated ducts were immunopositive for both 
bactericidal substances in the nasal glands.  In the laryngeal and tracheal epithelia, few NCs 
and GCs were immunopositive for both bactericidal substances.  In the laryngeal and 
tracheal glands, a few acinar cells and most ductal epithelial cells were immunopositive for 
both bactericidal substances.  In the extra-pulmonary bronchus, small numbers of NCs and 
GCs were immunopositive for lysozyme and sPLA2, whereas few NCs and no GCs were 
immunopositive in the intra-pulmonary bronchus.  No secretory source of either bactericidal 
substance was located in the bronchioles.  In the alveolus, many glandular epithelial cells 
and alveolar macrophages were immunopositive for lysozyme but immunonegative for 
sPLA2.  Moreover, lysozyme and sPLA2 were detected in the mucus layer and in the 
periciliary layer from the nose to the extra-pulmonary bronchus.  These findings suggest that 
secretory sources of lysozyme and sPLA2 are distributed in almost all portions of the 
respiratory tract.  Their secretory products are probably transported to the pharynx and 
contribute to the formation of a first line of defense against inhaled bacteria throughout the 
respiratory tract.  Moreover, secretory cells immunopositive for lysozyme and sPLA2 were 
slightly richer in nasal mucosa than in the airway caudal from larynx, although a large number 
of the secretory cells, such as GCs and acinar cells of the nasal glands, were immunonegative 
for lysozyme and sPLA2 in the nasal mucosa.  On the basis of these findings, relatively rich 
secretory cells of lysozyme and sPLA2 were assigned to the nasal mucosa against both 
incessant inhaled bacteria and settled bacteria in comparison with other respiratory mucosa 
under healthy conditions.  Furthermore, secretory cells with no immunopositivity for 
lysozyme and sPLA2 were located in the epithelium from the nose to the alveolus and in the 
exocrine glands from nose to trachea under healthy conditions.  This finding indicates that 
all respiratory mucosae possess the additional ability to secrete more bactericidal substances, 
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so that the secretory defense system might be able to respond immediately to the respiratory 
infections or diseases. 
In chapter II, the distributions of β-defensin 1 and 2 which preferentially attack 
Gram-negative bacteria rather than Gram-positive ones, were immunohistochemically 
investigated throughout respiratory tract of healthy rats.  As a result, in the nasal epithelium, 
a large number of NCs were immunopositive for both β-defensin 1 and 2, whereas a small 
number of GCs were immunopositive only for β-defensin 1.  β-defensin 2-immunopositive 
GCs were few.  In the nasal glands, a small number of acinar cells and a large number of 
ductal epithelial cells were immunopositive for both β-defensins.  In the laryngeal and 
tracheal epithelia, a very few NCs and GCs were immunopositive for both β-defensins.  In 
laryngeal and tracheal glands, a very few acinar cells and a large number of ductal epithelial 
cells were immunopositive for both β-defensins.  In the extra-pulmonary bronchus, a small 
number of NCs were immunopositive for both β-defensins.  A small number of GCs were 
immunopositive for β-defensin 1, whereas few GCs were immunopositive for β-defensin 2.  
From the intra-pulmonary bronchus to alveoli, a very few or no epithelial cells were 
immunopositive for both β-defensins.  In the mucus and periciliary layers, β-defensin 1 was 
detected from the nose to the extra-pulmonary bronchus, whereas β-defensin 2 was weakly 
detected only in the nose and the larynx.  These findings suggest that the secretory sources of 
β-defensin 1 and 2 are mainly distributed in the nasal mucosa and gradually decrease toward 
the caudal airway in healthy rats.  These facts show that secretory host defenses via 
β-defensin might be predominantly focused in the cranial portions of the respiratory tract.   
In conclusion, secretory sources of lysozyme, sPLA2, β-defensin 1 and 2 throughout 
respiratory tract of healthy rat are clarified in this doctoral thesis.  In addition, the mucus 
layer is successfully preserved in the specimens, so that the localization of lysozyme, sPLA2, 
β-defensin 1 and 2 are clarified in the mucus and periciliary layer.  Moreover, this doctoral 
thesis clarifies that secretory cells of lysozyme, sPLA2, β-defensin 1 and 2 were abundantly 
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located in the nasal mucosa, which not only Gram-positive but also Gram-negative bacteria 
settle on and the inhaled large dust particles with bacteria or their constituents from dried 
feces are preferentially deposited on, and decreased toward the terminal portion of the 
respiratory tract.  Furthermore, many secretory cells were immunonegative for lysozyme, 
sPLA2, β-defensin 1 and 2 throughout the respiratory tract under a healthy condition.  Based 
on these findings, secretory cells which were immunonegative for lysozyme, sPLA2, 
β-defensin 1 and 2 under healthy conditions, probably promote the production of these 
bactericidal substances in response to multiple bacterial stimulations or specific pathological 
conditions. 
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付図および付図説明  
 
 
図 1 鼻粘膜における lysozyme の染色結果  
 
a）  鼻粘膜上皮における lysozyme の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の細胞質（大矢印）およ
び杯細胞の分泌顆粒（小矢印）が lysozyme 陽性であり，線毛
円柱上皮細胞の線毛の先端（二重矢印）に lysozyme 陽性がみ
とめられる。基底細胞（アスタリスク）が lysozyme 陰性であ
る。  
 
b）  鼻腺終末部における lysozyme の発現  
漿液細胞の分泌顆粒 (矢印 )が lysozyme 陽性である。  
 
c）  鼻腺の介在導管における lysozyme の発現  
介在導管を構成する上皮細胞の分泌顆粒 (矢印 )が lysozyme陽
性である。  
 
d）  鼻腺の分泌導管における lysozyme の発現  
分泌導管を構成する上皮細胞の遊離縁 (矢印 )および内腔の分
泌物（矢頭）が lysozyme 陽性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
図 2 鼻粘膜における sPLA2 の染色結果  
 
a）  鼻粘膜上皮における sPLA2 の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の細胞質（大矢印）およ
び杯細胞の分泌顆粒（小矢印）が sPLA2 陽性であり，線毛円柱
上皮細胞の線毛（二重矢印）の先端に sPLA2 陽性がみとめられ
る。基底細胞（アスタリスク）が sPLA2 陰性である。  
 
b）  鼻腺終末部における sPLA2 の発現  
漿液細胞の分泌顆粒 (矢印 )が sPLA2 陽性である。  
 
c）  鼻腺の介在導管における sPLA2 の発現  
介在導管を構成する上皮細胞の分泌顆粒 (矢印 )が sPLA2 陽性
である。  
 
d）  鼻腺の分泌導管における sPLA2 の発現  
分泌導管を構成する上皮細胞の遊離縁 (矢印 )および内腔の分
泌物（矢頭）が sPLA2 陽性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 3 喉頭粘膜における lysozyme の染色結果  
 
a）  喉頭粘膜上皮の無線毛無微絨毛上皮細胞および杯細胞におけ
る lysozyme の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞（大矢印）および杯細胞（小矢印）
は lysozyme 陰性である（ a-1）。挿入図はまれにみとめられる
lysozyme 陽性の無線毛無微絨毛上皮細胞である（ a-2）。  
 
b）  喉頭粘膜上皮の線毛円柱上皮細胞，微絨毛上皮細胞および基
底細胞における lysozyme の発現  
線毛円柱上皮細胞の線毛（大矢印）および微絨毛上皮細胞の
微絨毛（小矢印）が lysozyme 陽性である。基底細胞（アスタ
リスク）が lysozyme 陰性である。  
 
c）  喉頭腺終末部における lysozyme の発現  
粘液細胞の分泌顆粒 (矢印 )が lysozyme 陽性である。  
 
d）  喉頭腺終末部における lysozyme の発現  
漿液細胞の分泌顆粒 (矢印 )が lysozyme 陽性である。  
 
e）喉頭腺の導管における lysozyme の発現  
導管を構成する細胞の遊離縁側の細胞質（矢印）および導管
内容物（矢頭）が lysozyme 陽性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
図 4 喉頭粘膜における sPLA2 の染色結果  
 
a）  喉頭粘膜上皮の無線毛無微絨毛上皮細胞および杯細胞におけ
る sPLA2 の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞（大矢印）および杯細胞（小矢印）
は sPLA2 陰性である（ a-1）。挿入図はまれにみとめられる PLA2
陽性の無線毛無微絨毛上皮細胞である（ a-2）。  
 
b）  喉頭粘膜上皮の線毛円柱上皮細胞，微絨毛上皮細胞および基
底細胞における sPLA2 の発現  
線毛円柱上皮細胞の線毛（大矢印）および微絨毛上皮細胞の
微絨毛（小矢印）に sPLA2 陽性がみとめられる。基底細胞（ア
スタリスク）が sPLA2 陰性である。  
 
c）  喉頭腺終末部における sPLA2 の発現  
粘液細胞の分泌顆粒 (矢印 )が sPLA2 陽性である。  
 
d）  喉頭腺終末部における sPLA2 の発現  
漿液細胞の分泌顆粒 (矢印 )が sPLA2 陽性である。  
 
e）喉頭腺の導管における sPLA2 の発現  
導管を構成する細胞の遊離縁側の細胞質（矢印）および導管
内容物（矢頭）が sPLA2 陽性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 5 気管粘膜における lysozyme の染色結果  
 
a）  気管粘膜上皮の無線毛無微絨毛上皮細胞および杯細胞におけ
る lysozyme の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞（大矢印）および杯細胞（小矢印）
は lysozyme 陰性である（ a-1）。挿入図はまれにみとめられる
lysozyme 陽性の無線毛無微絨毛上皮細胞である（ a-2）。  
 
b）  気管粘膜上皮の線毛円柱上皮細胞，微絨毛上皮細胞および基
底細胞における lysozyme の発現  
線毛円柱上皮細胞の線毛の先端（大矢印）および微絨毛上皮
細胞の微絨毛（小矢印）に lysozyme の陽性がみとめられる。
基底細胞（アスタリスク）が lysozyme 陰性である。  
 
c）  気管腺終末部における lysozyme の発現  
漿液細胞の分泌顆粒 (矢印 )が lysozyme 陽性である。  
 
d）  気管腺の導管における lysozyme の発現  
導管を構成する上皮細胞の遊離縁側の細胞質（矢印）および
導管内容物（矢頭）が lysozyme 陽性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
 
図 6 気管粘膜における sPLA2 の染色結果  
 
a）  気管粘膜上皮の無線毛無微絨毛上皮細胞，杯細胞および線毛
円柱上皮細胞における sPLA2 の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞（大矢印）および杯細胞（小矢印）
は sPLA2 陰性である。線毛円柱上皮細胞（二重矢印）の線毛の
先端部が sPLA2 陽性である（ a-1）。挿入図はまれにみとめられ
る sPLA2 陽性の無線毛無微絨毛上皮細胞である（ a-2）。  
 
b）  気管粘膜上皮の微絨毛上皮細胞および基底細胞における
sPLA2 の発現  
微絨毛上皮細胞の微絨毛（矢印）が sPLA2 陽性である。基底
細胞（アスタリスク）が sPLA2 陰性である。  
 
c）  気管腺終末部における sPLA2 の発現  
漿液細胞の分泌顆粒 (矢印 )が sPLA2 陽性である。  
 
d）  気管腺の導管における sPLA2 の発現  
導管を構成する上皮細胞の遊離縁側の細胞質（矢印）および
導管内容物（矢頭）が sPLA2 陽性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 7 肺外気管支粘膜における lysozyme の染色結果  
 
a）  肺外気管支粘膜上皮の無線毛無微絨毛上皮細胞における
lysozyme の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞（矢印）の遊離縁側の細胞質が
lysozyme 陽性である。  
 
b）  肺外気管支粘膜上皮の杯細胞における lysozyme の発現  
杯細胞（小矢印）の分泌顆粒が lysozyme 陽性である。  
 
c）  肺外気管支粘膜上皮の線毛円柱上皮細胞，微絨毛上皮細胞お
よび基底細胞における lysozyme の発現  
線毛円柱上皮細胞の線毛（大矢印）および微絨毛上皮細胞の
微絨毛（小矢印）が lysozyme 陽性である。基底細胞（アスタ
リスク）が lysozyme 陰性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
 
図 8 肺外気管支粘膜における sPLA2 の染色結果  
 
a）  肺外気管支粘膜上皮の無線毛無微絨毛上皮細胞 における
sPLA2 の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞（矢印）の遊離縁側の細胞質が
sPLA2 陽性である。  
 
b）  肺外気管支粘膜上皮の杯細胞における sPLA2 の発現  
杯細胞（小矢印）の分泌顆粒が sPLA2 陽性である。  
 
c）  肺外気管支粘膜上皮の線毛円柱上皮細胞，微絨毛上皮細胞お
よび基底細胞における sPLA2 の発現  
線毛円柱上皮細胞の線毛（大矢印）および微絨毛上皮細胞の
微絨毛（小矢印）が sPLA2 陽性である。基底細胞（アスタリス
ク）が sPLA2 陰性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 9 肺内気管支粘膜における lysozyme の染色結果  
 
a）  肺内気管支粘膜上皮の無線毛無微絨毛上皮細胞 における
lysozyme の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞（矢印）が lysozyme 陰性である。  
 
b）  肺内気管支粘膜上皮の杯細胞における lysozyme の発現  
杯細胞（小矢印）が lysozyme 陰性である。  
 
c）  肺内気管支粘膜上皮の無線毛無微絨毛上皮細胞においてまれ
にみとめられる lysozyme の発現  
Lysozyme 陽性の無線毛無微絨毛上皮細胞（矢印）がみられ
る。  
 
d）  肺内気管支粘膜上皮の線毛円柱上皮細胞および基底細胞にお
ける lysozyme の発現  
線毛円柱上皮細胞の線毛（矢印）および基底細胞（アスタリ
スク）が lysozyme 陰性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
図 10 肺内気管支粘膜における sPLA2 の染色結果  
 
a）  肺内気管支粘膜上皮の無線毛無微絨毛上皮細胞 における
sPLA2 の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞（矢印）が sPLA2 陰性である。  
 
b）  肺内気管支粘膜上皮の杯細胞における sPLA2 の発現  
杯細胞（小矢印）が sPLA2 陰性である。  
 
c）  肺内気管支粘膜上皮の無線毛無微絨毛上皮細胞においてまれ
にみとめられる sPLA2 の発現  
sPLA2 陽性の無線毛無微絨毛上皮細胞（矢印）がみられる。 
 
d）  肺内気管支粘膜上皮の線毛円柱上皮細胞および基底細胞にお
ける sPLA2 の発現  
線毛円柱上皮細胞の線毛（矢印）が sPLA2 陽性である。基底
細胞（アスタリスク）が sPLA2 陰性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 11 細気管支粘膜における lysozyme の染色結果  
 
無線毛無微絨毛上皮細胞（大矢印），クララ細胞（小矢印）およ
び線毛円柱上皮細胞（二重矢印）は lysozyme 陰性である。  
Bar=10 μm 
対比染色：ヘマトキシリン染色  
 
図 12 細気管支粘膜における sPLA2 の染色結果  
 
無線毛無微絨毛上皮細胞（大矢印），クララ細胞（小矢印）およ
び線毛円柱上皮細胞（二重矢印）は sPLA2 陰性である。  
Bar=10 μm 
対比染色：ヘマトキシリン染色  
 
図 13 肺胞粘膜における lysozyme の染色結果  
 
a）  肺胞粘膜上皮における lysozyme の発現  
大肺胞上皮細胞（大矢印）の細胞質に lysozyme 陽性の分泌
顆粒がみとめられる。扁平肺胞上皮細胞（小矢印）の細胞膜表
面ないし細胞質に lysozyme 陽性がみられる。  
 
b）  肺胞内腔に存在する肺胞大食細胞における lysozyme の発現  
肺胞大食細胞（矢印）が lysozyme 陽性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
 
図 14 肺胞粘膜における sPLA2 の染色結果  
 
a）  肺胞粘膜上皮における sPLA2 の発現  
大肺胞上皮細胞（大矢印）および扁平肺胞上皮細胞（小矢印）
が sPLA2 陰性である。  
 
b）  肺胞内腔に存在する肺胞大食細胞における sPLA2 の発現  
肺胞大食細胞（矢印）が sPLA2 陰性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 15  鼻粘膜，喉頭粘膜，気管粘膜および肺外気管支粘膜の粘液層
および漿液層における PAS 反応の結果および lysozyme およ
び sPLA2 の染色結果  
 
a–d)  鼻粘膜，喉頭粘膜，気管粘膜および肺外気管支粘膜におけ
る PAS 反応の結果  
 PAS 陽性の粘液層がみとめられる (矢印 )。  
 
e–h)  鼻粘膜，喉頭粘膜，気管粘膜および肺外気管支粘膜の粘液
層および漿液層における lysozyme の発現  
 粘液層 (矢印 )および漿液層（ 2 つの矢頭の間）が lysozyme 陽
性である。  
 
i–l)   鼻粘膜，喉頭粘膜，気管粘膜および肺外気管支粘膜の粘液
層および漿液層における sPLA2 の発現  
 粘液層 (矢印 )および漿液層（ 2 つの矢頭の間）が sPLA2 陽性
である。  
Bar=10 μm 
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 16 呼吸器系全長における lysozyme および sPLA2 の分泌細胞につ
いてのまとめ  
 
赤い顆粒を有する細胞は lysozyme および sPLA2 陽性の分泌
細胞であり，緑の顆粒を有する細胞は lysozyme 陽性， sPLA2
陰性細胞である。ピンクで示した細胞は上皮内にまれにみとめ
られる lysozyme および sPLA2 陽性の無線毛無微絨毛上皮細胞
である。赤の直線および紅白の斜線は lysozyme および sPLA2
陽性の粘液層および漿液層をそれぞれ示している。  
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図 17 鼻粘膜上皮における β-defensin 1 の染色結果  
 
a）  鼻粘膜上皮における β-defensin 1 の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の細胞質（大矢印）およ
び杯細胞の分泌顆粒（小矢印）が β-defensin 1 陽性であり，線
毛円柱上皮細胞の線毛の先端（二重矢印）に β-defensin 1 陽性
がみとめられる。基底細胞（アスタリスク）が β-defensin 1 陰
性である。  
 
b）  鼻腺終末部における β-defensin 1 の発現  
漿液細胞の分泌顆粒 (矢印 )が β-defensin 1 陽性である。  
 
c）  鼻腺の介在導管における β-defensin 1 の発現  
介在導管を構成する上皮細胞の分泌顆粒 (矢印 )が β-defensin 
1 陽性である。  
 
d）  鼻腺の分泌導管における β-defensin 1 の発現  
分泌導管を構成する上皮細胞の遊離縁側の細胞質 (矢印 )およ
び内腔の分泌物（矢頭）が β-defensin 1 陽性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
図 18 鼻粘膜上皮における β-defensin 2 の染色結果  
 
a）  鼻粘膜上皮における β-defensin 2 の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞の遊離縁側の細胞質（大矢印）およ
び線毛円柱上皮細胞の線毛（二重矢印）に β-defensin 2 陽性で
ある。杯細胞の分泌顆粒（小矢印）は陰性である（ a-1）。挿入
図はまれにみとめられる β-defensin 2 陽性の杯細胞（小矢印）
を示している（ a-2）。基底細胞（アスタリスク）が β-defensin 2
陰性である。  
 
b）  鼻腺終末部における β-defensin 2 の発現  
漿液細胞の分泌顆粒 (矢印 )が β-defensin 2 陽性である。  
 
c）  鼻腺の介在導管における β-defensin 2 の発現  
介在導管を構成する上皮細胞の分泌顆粒 (矢印 )が β-defensin 
2 陽性である。  
 
d）  鼻腺の分泌導管における β-defensin 2 の発現  
分泌導管を構成する上皮細胞の遊離縁側の細胞質（矢印）お
よび内腔の分泌物（矢頭）が β-defensin 2 陽性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 19 喉頭粘膜における β-defensin 1 の染色結果  
 
a）  喉頭粘膜上皮の無線毛無微絨毛上皮細胞および杯細胞におけ
る β-defensin 1 の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞（大矢印）および杯細胞（小矢印）
は β-defensin 1 陰性である（ a-1）。 β-defensin 1 陽性の無線毛無
微絨毛上皮細胞（ a-2，大矢印）および杯細胞（ a-3，小矢印）
がまれにみとめられる。  
 
b）  喉頭粘膜上皮の線毛円柱上皮細胞，微絨毛上皮細胞および基
底細胞における β-defensin 1 の発現  
線毛円柱上皮細胞の線毛（大矢印）および微絨毛上皮細胞の
微絨毛（小矢印）が β-defensin 1 陽性である。基底細胞（アス
タリスク）が β-defensin 1 陰性である。  
 
c）  喉頭腺終末部における β-defensin 1 の発現  
粘液細胞の分泌顆粒 (矢印 )が β-defensin 1 陽性である。  
 
d）  喉頭腺終末部における β-defensin 1 の発現  
漿液細胞の分泌顆粒 (矢印 )が β-defensin 1 陽性である。  
 
e）喉頭腺の導管における β-defensin 1 の発現  
導管を構成する細胞の遊離縁側の細胞質（矢印）および内腔
の導管内容物（矢頭）が β-defensin 1 陽性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
図 20 喉頭粘膜における β-defensin 2 の染色結果  
 
a）  喉頭粘膜上皮の無線毛無微絨毛上皮細胞および杯細胞におけ
る β-defensin 2 の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞（大矢印）および杯細胞（小矢印）
は β-defensin 2 陰性である（ a-1）。 β-defensin 2 陽性の無線毛無
微絨毛上皮細胞（ a-2，大矢印）および杯細胞（ a-3，小矢印）
がまれにみとめられる。  
 
b）  喉頭粘膜上皮の線毛円柱上皮細胞，微絨毛上皮細胞および基
底細胞における β-defensin 2 の発現  
線毛円柱上皮細胞の線毛（大矢印）および微絨毛上皮細胞の
微絨毛（小矢印）が β-defensin 2 陽性である。基底細胞（アス
タリスク）が β-defensin 2 陰性である。  
 
c）  喉頭腺終末部における β-defensin 2 の発現  
粘液細胞の分泌顆粒 (矢印 )が β-defensin 2 陽性である。  
 
d）  喉頭腺終末部における β-defensin 2 の発現  
漿液細胞の分泌顆粒 (矢印 )が β-defensin 2 陽性である。  
 
e）喉頭腺の導管における β-defensin 2 の発現  
導管を構成する細胞の遊離縁側の細胞質（矢印）および内腔
の導管内容物（矢頭）が β-defensin 2 陽性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 21 気管粘膜における β-defensin 1 の染色結果  
 
a）  気管粘膜上皮の無線毛無微絨毛上皮細胞，杯細胞および基底
細胞における β-defensin 1 の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞（大矢印）および杯細胞（小矢印）
は β-defensin 1 陰性である。基底細胞（アスタリスク）が
β-defensin 1 陰性である（ a-1）。 β-defensin 1 陽性の無線毛無微
絨毛上皮細胞（ a-2，大矢印）および杯細胞（ a-3，小矢印）が
まれにみとめられる。  
 
b）  気管粘膜上皮の線毛円柱上皮細胞および微絨毛上皮細胞にお
ける β-defensin 1 の発現  
線毛円柱上皮細胞の線毛（大矢印）および微絨毛上皮細胞の
微絨毛（小矢印）が β-defensin 1 陽性である。  
 
c）  気管腺終末部における β-defensin 1 の発現  
漿液細胞の分泌顆粒 (矢印 )が β-defensin 1 陽性である。  
 
d）  気管腺の導管における β-defensin 1 の発現  
導管を構成する細胞の遊離縁側の細胞質（矢印）および内腔
の導管内容物（矢頭）が β-defensin 1 陽性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
 
 
図 22 気管粘膜における β-defensin 2 の染色結果  
 
a）  気管粘膜上皮の無線毛無微絨毛上皮細胞，杯細胞および基底
細胞における β-defensin 2 の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞（大矢印）および杯細胞（小矢印）
は β-defensin 2 陰性である（ a-1）。 β-defensin 2 陽性の無線毛無
微絨毛上皮細胞（ a-2，大矢印）および杯細胞（ a-3，小矢印）
がまれにみとめられる。基底細胞（アスタリスク）が β-defensin 
2 陰性である。  
 
b）  気管粘膜上皮の線毛円柱上皮細胞および微絨毛上皮細胞にお
ける β-defensin 2 の発現  
線毛円柱上皮細胞の線毛（大矢印）および微絨毛上皮細胞の
微絨毛（小矢印）が β-defensin 2 陽性である。  
 
c）  気管腺終末部における β-defensin 2 の発現  
漿液細胞の分泌顆粒 (矢印 )が β-defensin 2 陽性である。  
 
d）  気管腺の導管における β-defensin 2 の発現  
導管を構成する細胞の遊離縁側の細胞質（矢印）および内腔
の導管内容物（矢頭）が β-defensin 2 陽性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 23 肺外気管支粘膜における β-defensin 1 の染色結果  
 
a)  肺外気管支粘膜上皮の無線毛無微絨毛上皮細胞および杯細胞
における β-defensin 1 の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞（大矢印）および杯細胞（小矢印）
が β-defensin 1 陽性である。  
 
b) 肺外気管支粘膜上皮の線毛円柱上皮細胞，微絨毛上皮細胞お
よび基底細胞における β-defensin 1 の発現  
線毛円柱上皮細胞の線毛（大矢印）および微絨毛上皮細胞の
微絨毛（小矢印）が β-defensin 1 陽性である。基底細胞（アス
タリスク）が β-defensin 1 陰性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
 
図 24 肺外気管支粘膜における β-defensin 2 の染色結果  
 
a) 肺外気管支粘膜上皮の無線毛無微絨毛上皮細胞および杯細胞
における β-defensin 2 の発現  
無線毛無微絨毛上皮細胞（大矢印）が β-defensin 2 陽性であ
る。杯細胞（小矢印）は β-defensin 2 陰性である（ a-1）。挿入
図はまれにみとめられる β-defensin 2 陽性の杯細胞（矢印）を
示している（ a-2）。  
 
b) 肺外気管支粘膜上皮の線毛円柱上皮細胞，微絨毛上皮細胞お
よび基底細胞における β-defensin 2 の発現  
線毛円柱上皮細胞の線毛（大矢印）および微絨毛上皮細胞の
微絨毛（小矢印）が β-defensin 2 陽性である。基底細胞（アス
タリスク）が β-defensin 2 陰性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
図 25 肺内気管支粘膜における β-defensin 1 の染色結果  
 
無線毛無微絨毛上皮細胞（大矢印），杯細胞（小矢印）および線
毛円柱上皮細胞（二重矢印）は β-defensin 1 陰性である（ 25-1）。挿
入図はまれにみとめられる β-defensin 1 陽性の無線毛無微絨毛上皮
細胞を示している（ 25-2）。基底細胞（アスタリスク）が β-defensin 
1 陰性である。  
Bar=10 μm 
対比染色：ヘマトキシリン染色  
 
図 26 肺内気管支粘膜における β-defensin 2 の染色結果  
 
無線毛無微絨毛上皮細胞（大矢印），杯細胞（小矢印）および線
毛円柱上皮細胞（二重矢印）は β-defensin 2 陰性である（ 26-1）。挿
入図はまれにみとめられる β-defensin 2 陽性の無線毛無微絨毛上皮
細胞を示している（ 26-2）。基底細胞（アスタリスク）が β-defensin 
2 陰性である。  
 
Bar=10 μm 
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 27 細気管支粘膜における β-defensin 1 の染色結果  
 
無線毛無微絨毛上皮細胞（大矢印），クララ細胞（二重矢印）お
よび線毛円柱上皮細胞（小矢印）は β-defensin 1 陰性である。  
Bar=10 μm 
対比染色：ヘマトキシリン染色  
 
図 28 細気管支粘膜における β-defensin 2 の染色結果  
 
無線毛無微絨毛上皮細胞（大矢印），クララ細胞（二重矢印）お
よび線毛円柱上皮細胞（小矢印）は β-defensin 2 陰性である。  
Bar=10 μm 
対比染色：ヘマトキシリン染色  
 
図 29 肺胞粘膜における β-defensin 1 の染色結果  
 
大肺胞上皮細胞（大矢印），扁平肺胞上皮細胞（小矢印）および
肺胞内腔に存在する肺胞大食細胞（二重矢印）が β-defensin 1 陰性
である。  
Bar=10 μm 
対比染色：ヘマトキシリン染色  
 
図 30 肺胞粘膜における β-defensin 2 の染色結果  
 
大肺胞上皮細胞（大矢印），扁平肺胞上皮細胞（小矢印）および
肺胞内腔に存在する肺胞大食細胞（二重矢印）が β-defensin 2 陰性
である（ 30-1）。挿入図はまれにみとめられる β-defensin 2 陽性であ
る大肺胞上皮細胞（矢印）を示している（ 30-2）。  
Bar=10 μm 
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 31  鼻粘膜，喉頭粘膜，気管粘膜および肺外気管支粘膜の粘液層
および漿液層における PAS 反応の結果および β-defensin 1 お
よび β-defensin 2 の染色結果  
 
a–d)  鼻粘膜，喉頭粘膜，気管粘膜および肺外気管支粘膜におけ
る PAS 反応の結果  
 PAS 陽性の粘液層がみとめられる (矢印 )。  
  
e–h)  鼻粘膜，喉頭粘膜，気管粘膜および肺外気管支粘膜の粘液
層および漿液層における β-defensin 1 の発現  
 粘液層 (矢印 )および漿液層（ 2 つの矢頭の間）が β-defensin 1
陽性である。  
 
i–j)   鼻粘膜，喉頭粘膜，気管粘膜および肺外気管支粘膜の粘液
層および漿液層における β-defensin 2 の発現  
 粘液層 (矢印 )および漿液層（ 2 つの矢頭の間）が β-defensin 2
陽性である。  
Bar=10 μm 
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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 図 32 呼吸器系全長における β-defensin 1 および 2 の分泌細胞につい
てのまとめ  
 
濃いオレンジ色の顆粒を有する細胞は β-defensin 1 および 2
陽性の分泌細胞であり，薄いオレンジ色の顆粒を有する細胞は
β-defensin 1 陽性， β-defensin 2 陰性細胞である。薄いオレンジ
色で示した細胞は上皮内にまれにみとめられる β-defensin 1 お
よび 2 陽性の細胞である。濃いオレンジ色の直線および濃いオ
レンジ色と白の斜線は β-defensin 1 および 2 陽性の粘液層およ
び漿液層をそれぞれ表している。薄いオレンジ色の直線および
薄いオレンジ色と白の斜線は β-defensin 1 陽性，β-defensin 2 陰
性の粘液層および漿液層をそれぞれ表している。灰色の大肺胞
上皮細胞はまれにみとめられる β-defensin 2 陽性の大肺胞上皮
細胞を表している。  
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